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Untersuchungen iiber Verdohiimochromogene. I. 
Von 
R. Havemann. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 20, Februar 1941.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Nach den kiirzlich erfolgten zusammenfassenden Darstellungen von 
W. Heubner (1), M. Engel (2) und F. Jung (3) eriibrigt es sich, nochmais 
auf die umfangreiche Literatur einzugehen, die zudem teilweise nur 
historisches Interesse beansprucht. Wir wollen zunachst nur den 
derzeitigen Stand unserer Kenntnisse von den Verdohamochromogenen 
kurz umreiZen, wie er den Ausgangspunkt vor Inangriffnahme der 
vorliegenden Untersuchungen darstellte. 


Es darf heute als gesichert gelten, daB die unter den Bezeichnungen 
Sulfhimoglobin, Verdohimochromogen, Pseudohimoglobin, Verdo- 
himoglobin, Choleglobin usw. bekannten griinen Hamoglobinderivate 
durch ein oxydativ verandertes Porphinskelett ihrer prosthetischen 
Gruppe ausgezeichnet sind. Da diese Derivate im Gegensatz zu Met- 
hamoglobin irreversible Oxydationsprodukte des Hamoglobins dar- 
stellen und zum Unterschied von Himin und Hamatin sehr leicht in 
Derivate der Klasse der Gallenfarbstoffe tibergefiihrt werden kénnen, 
nimmt man nach Lemberg (4) und Barkan (5) an, daB durch oxydative 
Abspaltung der «-Methingruppe unter Bildung zweier OH-Gruppen 
eine Offnung des Porphyrinringes erfolgt ist. Das Eisen ist jedoch noch 
nicht abgespalten — es ist nur gelockert (Barkans leicht abspaltbares 
Eisen) — und erfiillt méglicherweise die Funktion des Zusammenhalts 
von prosthetischer Gruppe und Globinanteil. Unter der Bezeichnung 
,, Verdohamochromogene* fassen wir nach dem Vorschlag Hewhners (1) 
die ganze Gruppe der Verbindungen mit derartig veranderter prostheti- 
scher Gruppe zusammen, wobei die Derivate mit praktisch unver- 
andertem Globin als Verdohaimoglobine zu bezeichnen sind zum Unter- 
schied von anderen durch den jeweiligen Partner zu charakterisierenden 
Verdohimochromogenen. 


Die bekannteste und einfachste Methode zur Darstellung von 
Verdohimochromogenen aus Hamoglobin besteht in der Einwirkung 
von schwachem H,O, auf cyanidhaltige Hamoglobinlésung. Hierbei 
entstehen verhaltnismaBig schnell griine Lésungen mit charakteristi- 
schem Absorptionsspektrum (Abb. 1). Nach Reduktion mit Natrium- 
hydrosulfit, die keine wesentliche spektrale Veranderung bewirkt, 
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bindet die Lésung unter Verstérkung der typischen Bande bei 642 1, 
Kohlenoxyd. Da ohne Cyanid auch bei Anwesenheit eines reichliche 
Uberschusses von H,O, nur sehr schlechte Ausbeuten erhalten werden 
scheint das Cyanid nicht ausschlieBlich zur Vergiftung der Katalas 
notwendig zu sein. Man kann vielleicht annehmen, daB das Cyanid 
gleichzeitig als Reduktionsmittel wirkt, wie es auch bei anderen Dur- 
stellungsverfahren stets benétigt wird (H.S, Ascorbinsaure). 
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Abb. 1. Absorptionsspektrum von Verdohimoglobin. 





Es war bisher ungewiB, ob durch Einwirkung von H,O, und KCN 
in der eben beschriebenen Weise eine véllige Umwandlung des gesamten 
Hamoglobins eintritt und ob hierbei ein einigermaBen einheitliches 
Produkt entsteht. Insbesondere bestand die Frage, ob und inwieweit 
hierbei der Globinanteil durch H,O, angegriffen wird. Bisher hatte 
man allgemein angenommen, daB bei den iiblichen Darstellungsmethoden 
eine ziemlich weitgehende und unkontrollierbare Veranderung de- 
Proteinteiles durch Wasserstoffperoxyd bewirkt wird. Fiir die Aus. 
arbeitung einer exakten kolorimetrischen Methode zur Bestimmung 
von Verdohamochromogenen bzw. von Verdohimoglobin im Blute is! 
ein Darstellungsverfahren Voraussetzung, bei dem GewiBheit dariibe! 
besteht, dafs man ein einheitliches und wohldefiniertes Produkt erhalt 


Durch eine jiingst erschienene Untersuchung von Libowitzki ((i 
aus dem Fischerschen Institut sind eine Reihe griin gefarbter Zwischen- 
produkte der H,O,-Oxydation des Porphinringes bekanntgeworden 
bei denen die «-Methingruppe nicht abgespalten, sondern nur mehr oder 
weniger oxydiert erscheint. Hierdurch wird die Annahme Lemberg- 
wonach der Ring ganzlich ge6ffnet ist, erneut in Frage gestellt. 


I. Die Bildung von Verdohimoglobin durch Einwirkung von Wasserstof!- 
peroxyd auf Himoglobin in Gegenwart von Kaliumcyanid. 


Dreimal mit 0,9°%iger Kochsalzlésung gewaschene Rinderblii- 
kérperchen wurden in 1,2 %iger Kochsalzlésung scharf zentrifugier 





Pasa 
ied ie 









die ii 
geheb 
destil 
wurde 
uf | 
freie 
Hb-G 
erfolg 
hamo, 
Die | 
Kaliu 
dem ¢ 
ferric: 
Jense 
JOsuny 
Ham« 
kolori 
nauig 
gesick 
die v 
LD 
Weise 
Volha 
einges 
Kin ¢ 
Relat: 
Z 
globir 
metri 
Hb 
molar 
der vu 
30 mr 
schen 
das L 
das a 
Messi 
Lickt: 
wurde 
so da 
mit | 


I 
erken 
chron 














~~ 


Untersuchungen iiber Verdohamochromogene. 1. ; 


die tiberstehende Lésung und die obersten Erythrocytenschichten ab- 
vehebert. Der tibrige Blutkérperchenbrei wurde mit der gleichen Menge 
destillierten Wassers und etwas Saponin versetzt. Nach 2 Stunden 
wurde durch Zugabe von festem Kochsalz die Konzentration wieder 
uf 1.2% erhéht und scharf zentrifugiert. Hierdurch werden stroma. 
freie Hamoglobinlésungen mit einem NaCl-Gehalt von etwa 1% und 
Hb-Gehalten von 12 bis 15 % erhalten. Die Konzentrationsbestimmung 
erfolgte photoelektrisch nach Umwandlung des Hamoglobins in Met- 
hamoglobin nach einem vom Verfasser beschriebenen Verfahren (7) 
Die Hamoglobinbestimmung beruht hierbei auf einer Titration mit 
Kaliumferricvanid. Als Titersubstanz wurde Kaliumjodat benutzt, mit 
dem die Thiosulfatlésung eingestellt wird, die zur Titration der Kalium- 
ferricyanidlésung in Gegenwart von Zinksulfat nach Hagedorn und 
Jensen (8) diente. Die Konzentrationsbestimmung einer Hamoglobin- 
lisung erfolgt in der Weise, daB die zur vélligen Umwandlung des 
Hamoglobins in Methamoglobin benétigte Menge Kaliumferricvanid 
kolorimetrisch bestimmt wird. Dies Verfahren ergibt mit hoher Ge- 
nauigkeit die molare Konzentration der Haimoglobinlésung, was an- 
vesichts der Unsicherheit des Molekulargewichts von Hamoglobin fiir 
die vorliegende Untersuchung von besonderem Wert ist. 

Die Titration der Wasserstoffperoxydlésungen erfolgte in iibliche: 
Weise mit Permanganat. Der Titer der Permanganatlésung wurde nach 
Volhard mit Thiosulfat mit der gleichen Kaliumjodatlésung als Urtite 
eingestellt, die zur Hamoglobintitration mit Ferricyanid benutzt wurde 
Kin Gehaltsfehler der Urtiterlésung war dadurch auf das Ergebnis der 
Relation H,O,-Hamoglobin (s. unten) ohne Einflu8. 

Zunachst wurde der zeitliche Verlauf der Umwandlung von Himo- 
globin in Verdohamochromogen durch Wasserstoffperoxyd kolori- 
metrisch untersucht. Eine etwa 2-10°°n Hb-Lésung (1 Aquivalent 
Hb = 17000g = 1 Atom Hb-Eisen) wurde mit dem etwa 1l00fachen 
molaren Uberschu8 Wasserstoffperoxyd behandelt. Die Messungen 
der umgewandelten Farbstoffmengen wurden in einer Kiivette von 
30mm Schichtdicke mit dem vom Verfasser angegebenen lichtelektri- 
schen Kolorimeter (9) ausgefiihrt. Als Lichtquelle diente die Gliihlampe. 
das Lichtfilter war das Schottsche Filterglas RG 1 (Schichtdicke 1.5 mm), 
das alles Licht mit kleinerer Wellenlinge als 610 my zuriickhalt. Die 
Messung fand also in demjenigen Bereich des Spektrums statt, wo die 
Lichtabsorption von Oxyhamoglobin sehr gering ist. Bei den Messungen 
wurde zuvor gegen die unveranderte Hamoglobinlésung kompensiert, 
so daB nur die Zunahme der Lichtabsorption wahrend der Reaktion 
mit H,O, gemessen wurde. 

Das Ergebnis solcher Messungen ist in Abb. 2 dargestellt. Man 
erkennt, daB die Geschwindigkeit der Umwandlung in Verdohamo 
chromogen der Konzentration des H,O, proportional ist. In den drei 
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Ansatzen wird nach Ablauf der Reaktion der gleiche Endwert de: 
Lichtabsorption erreicht. Wie entsprechende Versuche zeigten, ist der 
Endwert der Lichtabsorption in weiten Grenzen unabhangig von de 


H,Og-Konzentration und stets proportional der Hamoglobinkonzentra. 
tion. Auch viele Stunden nach Ablauf der Reaktion wird keine weitere 


Veranderung der Lichtdurchlassigkeit beobachtet. 
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Abb, 2. Geschwindigkeit der Verdohimoglobinbildung bei verschicdenen H. O,-Konzentratione: 
Kurve I: [H,0,] = 0,67- 10-5, Kurve IL: [H» 09) 2,00- 10-5, 


Kurve III: [Hz Og] = 4,00- 10-5, 


Aus diesem Ergebnis kann man den SchluB ziehen, daB eine voll- 
standige Umwandlung des Hamoglobins in ein einheitliches Verdo. 
hamochromogen stattgefunden hat. Ob indessen eine photometrisc) 
nicht erkennbare Verainderung des Proteinteils eingetreten ist, wat 
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Abb. 3. Umwandlung von 2,0cem 2,70- 10-3 n-Hiimoglobin in Verdohaimoglobin 
dureh 1,41 ¢cem 1,57- 10-2 m Hz Oo. 


noch ungewiB. Um diese Frage zu beantworten, wurde durch Zugalb« 
steigender Mengen H,O, zu einer konzentrierteren Hamoglobinlésung 
die zur vollstandigen Umwandlung benétigte Menge H,O,. bestimmt 
Die Messungen muBten deshalb bei héherer Himoglobinkonzentratio: 
ausgefiihrt werden, damit die in Anwendung kommende H,O,-Kon 
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Untersuchungen iiber Verdohamochromogene. I. ° 


zentration noch hoch genug war, um eine ertragliche Reaktionsgeschwin- 
digkeit zu erméglichen. Wegen der starken Lichtabsorption der Verdo- 
himochromogene wurden die Messungen hierbei in einer Kiivette mit 
1mm Schichtdicke auggefiihrt. Das Ergebnis eines solchen Versuchs 
ist in Abb. 3 dargestellt. 

Zu Mischungen von je 2cem 3,70-10°3n Hb, 5cem 0,5 ° iger 


€ 


KCN-Lésung und 25 cem Wasser wurden von 0 bis 2,5 cem ansteigende 
Mengen von 1,57-10-2m H.O. gegeben, die Lésungen durch Zusatz 
von Wasser auf ein Volumen von 40 ccm gebracht und nach Ablauf 
der Reaktion (nach 20 bis 30 Minuten) in der l1-mm-Kiivette wie oben 
beschrieben kolorimetriert. Wie aus Abb. 3 ersichtlich ist, wurden z. B. 
fiir die Umwandlung von 2 - 3,70 - 10-3 Milliaquivalenten Hamoglobin 
1.41 -1,57- 10-2 Millimol H,O, verbraucht. Dies bedeutet einen 
Verbrauch von 2,99 Molekiilen HO, je prosthetische Gruppe. 

Angesichts dieses geringen H,O,-Verbrauchs ist es offensichtlich, 
daB8 hierbei keine irgendwie in Betracht zu ziehende Veranderung des 
Proteinteiles durch H,O, stattfindet. Das entstehende Verdohaimo- 
chromogen ist also ein Verdohamoglobin. Die derart erhaltenen Verdo- 
hamoglobinlésungen sind frei von undefinierten Zersetzungsprodukten. 
Da ihre Konzentration bekannt ist, kénnen sie als Stammlésung zur 
Herstellung einer Eichkurve fiir die kolorimetrische Bestimmung von 
Verdohamoglobin im Blute verwendet werden. Hieriiber ist an anderer 
Stelle ausfiihrlicher berichtet worden (10). 

Bei der spektrophotometrischen Untersuchung von Blut von 
Menschen und Tieren, die infolge der Applikation héherer Dosen von 
Sulfanilamid-Derivaten einen mehr oder weniger groBen Gehalt von 
Verdohamochromogenen im Blute aufwiesen, fand v. Restorff(11) am 
hiesigen Institut, wie auch der Verfasser, zumeist eine dem hier be- 
schriebenen Verdohamoglobin entsprechende Absorptionsbande im 
roten Spektralbereich mit einem Maximum bei etwa 640 mu. Daneben 
wurde allerdings auch mehr oder weniger ausgepragt das Auftreten 
eines Verdohimochromogens mit einem Bandenmaximum bei etwa 
620 mu beobachtet. Es scheint aber, daB das hier beschriebene Verdo- 
hamoglobin in vivo am haufigsten auftritt, was wohl damit erklart 
werden kann, daB es das von Himoglobin am wenigsten verschiedene 
Verdohimochromogen ist. 

Da man auf Grund der Untersuchungen Barkans iiber das leicht 
abspaltbare Eisen annehmen mu, daB jedes Blut geringe Mengen 
Verdohimochromogene enthalt, und da ein Verfahren zu deren Ab- 
trennung von Hamoglobin bisher nicht bekannt ist, ist es vorlaufig 
nicht sicher zu entscheiden, in welechem Mae die immer vorhandene 
mehr oder weniger starke Lichtabsorption von Blutlésungen im roten 
Spektralbereich von beigemengten Verdohamochromogenen oder von 
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Hamoglobin selbst hervorgerufen ist. Hierzu waren genaue Bestin. 
mungen des Gehalts an leicht abspaltbarem Eisen geeignet bzw. ein: 
Wiederholung der Analysen von Peters (12) iiber das Verhaltnis von 
Sauerstoffgehalt und Eisengehalt unter Beriicksichtigung eines etwaige 
Methamoglobingehalts. 

Bei der Messung der Lichtabsorption von Rinderhamoglobiy 
heobachteten wir stets die geringsten Werte. Da auch Peters (12) bei 
diesem Tier eine besonders gute Ubereinstimmung von Eisengehalt 
und Sauerstoffbindungsvermégen gefunden hat er fand nur etw: 
2% kann man annehmen, daf die Lichtabsorption 
solcher Lésungen zum gréBten Teil vom Hamoglobin herriihrt. Wir 


Eisen zuviel 


fanden meist eine Lichtabsorption, die Verdohiamoglobingehalten von, 
4 bis 6 % des Hamoglobingehalts entspricht. Um eine falsche Bewertung 
kleiner Lichtabsorptionen bei der kolorimetrischen Bestimmung von 
Verdohamochromogenen zu verhindern, schlagen wir vor, 1 g Hamo 
globin die Lichtabsorption im roten Spektralabschnitt des Filters RG | 
von 0,04 g Verdohiamoglobin zuzuschreiben. Der Verfasser hat deshalb 
bei der kolorimetrischen Bestimmung von Verdohiamochromogenen vor 
geschrieben, je Prozent Hamoglobin im Blute 0,04 vom gefundenen 
Prozentgehalt Verdohamoglobin wegen der Lichtabsorption von Hamo 
globin in Abzug zu bringen. Es ergeben sich dann immer noch als 
Normalwerte beim Menschen Verdohamoglobingehalte von 3 bis 6° 
des Gesamthamoglobins, was mit den Angaben Barkans iiber den 
Gehalt an leicht abspaltbarem Eisen gut tibereinstimmt. 

Die von uns beobachtete Bildung von einem Aquivalent Verdo- 
hamoglobin durch die Reaktion von Hamoglobin mit drei Molen Wasser- 
stoffperoxyd bestatigt die von Lemberg vorgeschlagene Formulierung 
der prosthetischen Gruppe der Verdohamochromogene. Zur vollstandi 
gen Abspaltung einer Methingruppe unter Verbrennung zu CO, und 
Bildung zweier endstandiger OH-Gruppen werden namlich gerade dre: 
Molekiile H,O, benédtigt gemaB folgender Reaktionsgleichung : 


Hamoglobin 
H.C CH=CH, H;C CH=CH, 
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’ Verdohamoglobin 


H,C==CH=CH, H,¢-—=CH=CH, 


OH HO— 
| N N 
/ 
> CH Gl Fe Gl CH CO 2H,O 
/ 
N N / 
CH, ‘ 
H,C—— PS PS CH, 


(PS = Propionsaurerest -- CH,-CH,-COOH, Gl = Globin.) 


Mit Hilfe der Eichkurve fiir den Verdohimoglobingehalt von Hamo- 
globinlésungen wurde dieses Ergebnis schlieBlich auch in einem gréBeren 
Konzentrationsbereich nochmals bestatigt. Der theoretische Wert von 
3 Mol H,O, je Aquivalent Hamoglobin wurde nur in ganz verdiinnten 
Lésungen ilberschritten. Hier fand in der langen Zeit, die bei sehr 
niedrigen Konzentrationen der Ablauf der Reaktion erfordert, wahr- 
scheinlich ein teilweiser H. O,-Zerfall durch die peroxydatische Wirkung 
des Hamoglobins statt. 


Il. Die Bildung eines neuen Verdohimochromogenderivates durch 
Einwirkung von H,0, und Natriumnitrit auf Himoglobin. 
An dieser Stelle soll noch kurz iiber ein neuartiges Verdohamo- 
chromogen berichtet werden, das ohne Mitwirkung von Cyanid durch 


H,O, in Gegenwart von Natriumnitrit gebildet wird. Das Absorptions- 
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Abb. 4. Absorptionsspektrum des durch H, O» in Gegenwart von Natriumnitrit 
gebildeten Verdohamochromogens 


spektrum dieser Verbindung ist in Abb. 4 dargestellt. Die Bildung 
erfolgt leicht und anscheinend auch in guter Ausbeute, wenn H.O, in 
50. bis 100fachem UberschuB gleichzeitig mit der fiinffachen molaren 
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Konzentration von Nitrit auf etwa 0,2°%ige Hamoglobinlésunge) 
einwirkt. Das Spektrum der Verbindung wird durch Reduktion mit 
Natriumhydrosulfit und durch Einleiten von Kohlenoxyd nicht ver. 
andert. Die Bande im Roten hat ihr Maximum bei etwa 620 my. Dic 
Lage der anderen Banden stimmt mit der bei Verdohamoglobin iiberein 
(Die schwache Ausbuchtung bei 640 mu und médglicherweise auch dic 
Banden bei 570 mu und 545 my lassen sich vielleicht durch eine Bei 
mengung des oben beschriebenen Verdohamoglobins deuten.) 

Die Entstehung dieses Kérpers in Gegenwart des prompten Met. 
hamoglobinbildners Natriumnitrit ist tiberraschend, da aus Methamo.- 
globin durch H.O, bestenfalls sehr geringe Mengen Verdohimochromo 
gene gebildet werden. Méglicherweise ist die Reaktion zwischen Himo. 
globin und Nitrit verwickelter als man bisher annimmt. (Es _ bleibt 
auch noch zu entscheiden, ob dieses Verdohimochromogen méglicher. 
weise die NO-Verbindung des vorher beschriebenen Verdohamo.- 
globins darstellt, was die Unfahigkeit zur CO-Bindung verstandlich 
erscheinen lassen wiirde.) 

In bezug auf dieses neue Verdohamochromogen ist noch bemerkens- 
wert, dag auch bei Vergiftungen Verdohamochromogene mit einem 
Maximum bei 620 mu neben dem ,,normalen‘: Verdohamoglobin (Maxi- 
mum 640 my) im Blute auftreten. Méglicherweise beruht auch ihre 
Entstehung auf einem gleichzeitigen Einwirken von aktivem Sauerstoff 
bzw. H,O. und Methamoglobinbildnern. 


Zusammenfassung. 


1. Die Reaktion zwischen Hamoglobin und Wasserstoffperoxyd in 
Gegenwart von Kaliumcyanid verlauft quantitativ unter Bildung eines 
Aquivalents Verdohamoglobin durch Reaktion mit drei Molen Wasser. 
stoffperoxyd. 

2. Da zur Abspaltung einer Methingruppe, deren Oxydation zu 
CO, und Bildung zweier endstandiger OH-Gruppen an der durch Ring 
éffnung entstehenden Kette 3 Molekiile H,O, bendtigt werden, wird 
die von Lemberg fiir die prosthetische Gruppe der Verdohimochromogene 
vorgeschlagene Formulierung hiermit bestatigt. 

3. Das bei dieser Reaktion gebildete Verdohimochromogen enthalt 
das unveranderte Globin des Hamoglobins. Es ist deshalb als ein 
Verdohamoglobin zu bezeichnen. 

4. Es wird kurz tiber ein neues Verdohimochromogen berichtet. 
das aus Haimoglobin durch Einwirkung von Wasserstoffperoxyd in 
Gegenwart eines geringen Uberschusses von Natriumnitrit entsteht. 
Das Maximum seiner Absorptionsbande im Roten liegt bei 620 mv 
Das Absorptionsspektrum dieser Verbindung wird durch Reduktion 
und durch Kohlenoxyd nicht beeinfluBt. 
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Bilanzversuche mit Vitamin B, an Ratten. 
Von 
Liesel Wildemann. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie, Dortmund 
(Eingegangen am 3. Februar 1941.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Langdauernde B,-Bilanzen an Ratten sind zuerst 1937 von Peng 
Chong Leong: beschrieben worden. Er machte seine Versuche mit 
Hilfe der Bradykardie-Methode, die von G. W. Parade? als nicht 2u- 
verlaissig nachgewiesen wurde, weil Bradykardie bei Ratten allein schon 
durch Nahrungsbeschrankung bei normaler B,-Versorgung hervor-. 
gerufen werden kann. Inzwischen sind von verschiedenen anderen 
Forschern 3 Stoffwechsel-Bilanzbestimmungen des Vitaniins B, ver 
6ffentlicht worden. GréBtenteils wurden sie an gesunden und kranken 
Menschen durchgefiihrt und bezogen sich auf einmalige Belastungs- 
versuche. Ein endgiiltiges Ergebnis ist noch nicht erzielt worden. Dic 
Meinungen der einzelnen Autoren iiber die Méglichkeit der Aufstellung 
einer B,-Bilanz gehen auseinander. Als MaB der Versorgung galt der 
Aneuringehalt des Harns. K. Ritsert* machte fortlaufende Unter 
suchungen von menschlichem Harn und Faeces bei gleichbleibende: 
Vitaminzufuhr und kam zu dem Ergebnis, daB sich auf diese Weis: 
eine Stoffwechselbilanz des Aneurins aufstellen laBt. 

Alle bisherigen Versuche lassen den Cocarboxylasegehalt des Harns 
auBer Betracht, da bis heute von allen Forschern angenommen wurde 
daB der Harn kein phosphoryliertes Aneurin enthalt. Noch unver 
éffentlichte Versuche von uns zeigen aber, daB diese Annahme irrig ist 

Da die Méglichkeit bestand, unter Beriicksichtigung dieses neuen 
Faktors zu einer besseren Einsicht in den B,-Haushalt des menschliche: 
bzw. tierischen Organismus zu gelangen, nahm ich langfristige Bilanz 
versuche an Ratten in Angriff und bestimmte Cocarboxylase und 
Aneurin in Harn und Kot. Die Zufuhr des B, erfolgte peroral. De! 
peroralen Gabe von Vitamin B, zum Zwecke einer Bilanzaufstellung 
wird in der Literatur mit gréBtem MiBtrauen begegnet, weil Ritsert ' 
beim Menschen nachweisen konnte, daB bei peroraler Gabe von Vita 


1 Peng Chong Leong, Biochem. J. 31, 373, 19387. — * G. W. Parad: 
Zeitschr. f. Vitaminforsch. 6, 327, 1937. — *° St. Molnar u. M. Horan. 


Klin. Wochenschr. 1940, 8S. 204; K. Ritsert, ebenda 1988, 8.1397; W.) 
Drigalski, ebenda 1989, I, 8.99; H. Schroeder, ebenda 1989, I, 8. 14s: 
I. Magyar, ebenda 1989, 11, 1157. — 4 K. Ritsert, ebenda 1938, 8. 1397 
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Bilanzversuche mit Vitamin B, an Ratton 1] 


min B, im Kot mehr ausgeschieden wird als im Harn und weil Leong ! 
in Ratten die Beobachtung machte, daB bei héheren peroralen Gaben 
yon Aneurin die B,-Ausscheidung in den Faeces sehr ansteigt. Meine 
Versuchsergebnisse bei Ratten zeigen dagegen, daB eine Steigerung der 
Vitamin B,-Zufuhr keine merkliche Erhéhung der B,-Ausscheidung im 
Kot zur Folge hat, daB dagegen der B,-Spiegel im Harn ganz erheblich 
ansteigt, also wenigstens bei Ratten eine perorale Gabe fiir Bilanz- 
versuche zulassig ist. Auch die Beobachtung Schroeders 2 am Menschen, 
daB die perorale Zufuhr von B, zur Bestimmung der Grobe des Defizits 
nicht in Frage kommt, weil ein groBer und wechselnder Anteil in den 
Faeces ausgeschieden wird, trifft fiir meine Rattenversuche nicht zu. 


Experimenteller Teil. 
Die Bilanzversuche wurden mit vier ausgewachsenen Ratten 
durchgefiihrt. 


Die Einzelkafige hatten als Boden ein Drahtnetz, unter dem ein passen- 
der Glastrichter mit einer einliegenden Glasspirale angebracht war. Die 
Spirale lief in einen langen Stab aus, der in ein Erlenmeyer-K6|bchen hinein 
reichte. Mit Ausnahme der dritten Versuchsperiode — in dieser wurde der 
Kot auf der Glasspirale gesammelt — wurde das Drahtnetz so fein gewahlt, 
daB der Kot nicht durchfallen konnte. So war es méglich, Harn und Kot 
yetrennt zu sammeln und zu untersuchen. Die Kafige besaBen veitlich einen 
kleinen Anbau als Futterraum, damit von der Nahrung nichts auf das Draht- 
netz getragen wurde und dort die Harnuntersuchungen gefahiden konnte. 

Als Untersuchungsmethode fiir den Kot diente die von K. Ritsert 1939 
angegebene fiir Cocarboxylasebestimmung in Organextrakten * und fii 
den Harn die von K. Ritsert 1938 beschriebene 4. Die von Ritsert > 1940 
angegebene vereinfachte Methode fiir Aneurinbestimmung im Harn wurde 
nicht mehr angewandt, weil unsere Versuche schon im Gange waren unc 
die Giite der Ergebnisse nach beiden Methoden nach Ritserts eigener Aus - 
sage die gleiche ist. 

In der ersten Versuchsperiode wurden die Ratten taglich mit 40 2 
Kartoffelbrei, 5 g Méhren und 3 g Rindfleisch ernahrt. Die mit der Nahrung 
taglich aufgenommene B,-Menge war ungefahr 45 y. Diese Ernahrungsweise 
wurde vom 29. 3. 40 bis 10. 5. 40 durchgefiihrt. Tagliche Harn- und Kot- 
untersuchungen wurden aber erst vom 12. 4. 40 ab vorgenommen. 

Die zweite Versuchsperiode erstreckte sich iiber 14 Tage. Die Ratten 
wurden B,-arm ernahrt mit 60g gekochtem, poliertem Reis, 1 eem Leber- 
iran, 2eem Krullscher Salzlésung | und 4cem Krullscher Salzlésung IL °. 
Kin- bis zweimal in der Woche erhielten die Ratten auBerdem 5g Ochsen 
‘leiseh, das nach den Vitamintabellen von W. Droese und H. Bramsel? nur 


' Peng Chong Leong, Biochem. J. 81, 373, 1937. — #* H. Schroeder, 
Klin. Wochenschr. 1939, [, S. 148. 3K. Ritsert, ebenda 1989, II, 
8. 1372. — 4 Derselbe, Deutsch. med. Wochenschr. 1988, 8.48]. — ° Der 
selbe, Klin. Wochenschr. 1940, 8. 446. — © G. Krull, Uber die Technik des 
Mineralstoffwechselversuchs bei der Ratte. Diss. Berlin 1935. 7W. Droes 


u. H. Bramsel, Vitamintabellen der gebrauchlichsten Nahrungsmittel. 
Beihefte z. Zeitschr. d. Ernahrung, Heft 8, 1941. 








LZ L. Wildemann: 


Spuren von B, aufweist. Mit dieser B,-armen Ernahrung, die noch 2- 2 
im Héchstfalle enthielt, wurde am 29. 5.40 begonnen. Die Vitamin 
bestimmungen in den Ausscheidungen begannen am 19.6. Es dauery 
ungefahr 2 bis 3 Wochen, bis das Minimum im Harn und Kot erreicht wa, 
Die B,-Ausscheidung insgesamt war um 60°, zuriickgegangen und betriy 
noch ungefahr 2 y. 

Die dritte Versuchsperiode unterschied sich lediglich dadureh von de; 
zweiten, daB den Ratten neben dem B, auch der Kot entzogen wurde. [Pi 
Gesamtausscheidung an B, in Harn und Kot nahm noch etwas ab. Si 
betrug noch 25 bis 40°, der Normalausscheidung. 

Am 7. 8.40 wurde mit der vierten Versuchsperiode begonnen, in de 
taglich 250 y B,,in Tablettenform zu der gewohnten Reisnahrung zugesetz: 
wurden. Erst am 10. stieg die B,-Ausscheidung nicht mehr weiter an. Dj 
hohe Gabe wurde iiber 3 Monate gereicht, weil in kiirzerer Zeit das Resulta: 
nicht sicher zu iibersehen war. 

AnschlieBend an die dritte Versuchsperiode wurden einige Nebe 
untersuchungen zur Klarung des Cocarboxylaseanstiegs im Urin gemacht 
Zwei Ratten, die bereits 8 Wochen B,-arm ernahrt worden waren, wurde: 
1 Woche lang mit 2 y Aneurin zusitzlich zur gewohnten Reisnahrung & 
fiittert. In der folgenden Woche erhielten sie taglich 10 y und in der drittey 
Woche 20 y Aneurin. Die Auswirkung auf die Cocarboxylaseausscheiding 
im Urin setzte bei 10 y taglicher Zufuhr ein. 


‘ 


Versuchsergebnisse. 
Bei normaler Ernahrung von Ratten mit Kartoffeln, Fleisch wnd 


Gemiise von natiirlichem Vitamingehalt (Periode I) werden im 
ganzen 10—12% des aufge 





nommenen Vitamins wieder 
ausgeschieden. Davon ent 
fallen ungefahr zwei Drittel 
auf den Kot. Bei langere Zeit 
durchgefiihrter B,-freier Er 
nahrung (abgesehen von Spu 
ren, die sich nicht gut aus. 
schalten lassen) geht die tig 
liche Ausscheidung bis auf den 
geringen Wert von 2 y zuriick 
d. h. auf die ganze in der 
Nahrung noch ungefahr ent 
haltene Menge (Periode I! 
Auch hiervon gehéren noch 
zwei Drittel dem Kot an. Nac! 
3 bis 4 Wochen erreicht dic 
Abb. 1. Ausscheidung im Harn wieder 

holt den Nullwert, wahrend 

die Gesamtausscheidung nur noch wenig absinkt. Bei der folgenden 
Belastung mit 250 y taglich (Periode 1V) wird ein enormer Anstieg der 
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Bilanzversuche mit Vitamin Rh, an Ratten. 


Harnwerte beobachtet, aber keine nennenswerte Erhéhung der Aus- 
scheidung im Kot (s. Abb. 1). 

Es ist iiberraschend, daB die Zulage so groBer B,-Mengen zu der 
Reisnahrung den B,-Gehalt des Kotes nicht einmal bis auf die Mengen 
des Normalabschnittes brachte. Wahrscheinlich hangt dies mit der 
Entwicklung der Darmbakterien zusammen. Ich vermute, daB die 
yormalen Ernahrungsverhaltnisse im ersten Abschnitt (Kartoffeln, 
Fleisch, Gemiise) fiir die Darmbakterien der Ratte, die bekanntlich 
B,-Produzenten sind, optimale oder wenigstens gute Lebensbedingungen 
boten, wahrend die Reisnahrung auch dann, wenn ein Uberangebot 
von Vitamin B, gereicht wurde, nur unzureichende Existenzméglich- 
keiten fiir die Darmbak- 
terien schuf, so daB selbst 
nach Wochen der B,-Wert 
der Normalzeit nicht er- 
reicht wurde. 
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2 Lil SSSSSSSS ES SSS SSeS! 
Zeit beobachtet, da die Abb. 2. Tagliche Ausscheidung von B, im Harn. 
Werte an den einzelnen Durchschnittswerte von 4 Ratten. 
Tagen sehr schwanken 
und erst iiber einen langeren Zeitraum ein einheitliches Bild ergeben (siehe 
Abb. 2). Dieses Ergebnis deckt sich mit der schon erwahnten Beob- 
achtung von Ritsert, daB sich durch fortlaufende Untersuchungen von 
menschlichem Harn und Faeces bei gleichbleibender Vitaminzufuhr 
mit der Nahrung ein Bild der Versorgung mit Aneurin gewinnen laBt. 
Dabei diirften die Bedenken von v. Drigalkski iiber die endogene Zer- 
stérung des Vitamins im Organismus nicht wesentlich ins Gewicht fallen. 
Bei natiirlicher Kost (Periode 1) wurden in unseren Versuchen 
etwa 5° des aufgenommenen Vitamins im Urin wieder ausgeschieden, 
in der Belastungszeit stieg die tagliche Ausscheidung auf 25°). Von 
den 5% 
lastungszeit sind vier Fiinftel Aneurin, der Rest Cocarboxylase. Wahrend 
der B,-freien Zeit sinkt die Ausscheidung im Harn stark ab, der Aneurin- 
spiegel erreicht fast Null. Diese Betrachtung zeigt, daB der Aneurin- 
spiegel den B,-Haushalt des Organismus besser kennzeichnet als die 


der Normalperiode ist rund die Halfte, von den 25°, der Be- 


Cocarboxylaseausscheidung, die den Aneurinwerten zwar bei natiirlicher 
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L. Wildemann: Bilanzversuche mit Vitamin B, an Ratten. 


Ernahrung nahezu gleich ist, in der Belastungszeit aber stark schwank 
Sie fallt ab und zu auf Null und kann dann plotzlich bis ay; 
30—40 y ansteigen. Trotzdem ergibt eine lingere Beobachtungs7e): 
einheitliche Durchschnittswerte. Die Cocarboxylaseausscheidung betray: 
bis 5 % der B,-Autnahme. Bei B,-freier Ernahrung sinkt sie sehr schne| 
bis fast auf Null. In der zweiten Halfte der B,-freien Periode war dey 
Ratten ihr eigener Kot zuganglich. Die Cocarboxylasewerte im Uri 
zeigen in dieser Zeit einen kleinen Anstieg, der Aneurinspiegel nicl 
Abb. 3). Dab dieses Ansteigen des Cocarboxylasegehalts de, 
Harns eine Folge des Kotfressens ist, ist nicht anzunehmen, che: 
ist an eine Ausscheidung de 
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Zusammenfassung. 


Der B,-Gehalt des Kotes ist unabhangig von der B,-Aufnahni 
und kann bei Bilanzversuchen vernachlassigt werden. Er beruht wali. 
scheinlich auf der Stoffwechseltatigkeit der Bakterien. 

Bei normaler Ernahrung werden 5°,, bei erhéhter B,-Aufnahm: 
25% des aufgenommenen Vitamins im Urin wieder ausgeschieden. |> 
ist also méglich, aus dem B,-Gehalt des Harns auf den B,-Gehalt de! 


Nahrung Riickschliisse zu ziehen. 
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Uber den Vitamin B,-Gehalt verschiedener Hefen 
und seine Beeinflussung. 
Von 
Hermann Fink und Felix Just. 
(Aus dem Institut fiir Garungsgewerbe und Starkefabrikation der Universitat 
Berlin.) 
(Eingegangen am 17. Januar 1941, ) 


Der Vitamin B,-Gehalt der Futterhefen, die durch Massenziichtung 
von Torula utilis auf der von H. Fink}, R. Lechner und E. Heinisch 
gefundenen biologisch-technischen Grundlage erzeugt werden, betragt 
mit rund 6 bis 8 internationalen Einheiten pro g Trockensubstanz nur 
etwa den zehnten bis dreizehnten Teil des Vitamin B,-Gehalts von 
getrockneter Brauereihefe (60 bis 80 i. E. pro g). Der ersten dies- 
beziiglichen Feststellung von A. Scheunert und Schieblich? an der 
ersten so im technischen MaSstab gewonnenen Futterhefe, die 1935/36 
von Fink und Lechner in Holzzuckerlésungen ohne jeden Wuchsstoff- 
zusatz mit nur NH,-Stickstoff und anorganischen Nahrsalzen in der 
Dauerziichtung im Beliiftet-Bottichverfahren erzeugt worden ist, sind 
in den letzten Jahren zahlreiche Bestimmungen des Vitamin B,-Gehalts 
solcher Futterhefen von Scheunert und Mitarbeitern gefolgt 3, die immer 
wieder die Vitamin B,-Armut der Torula-Futterhefen, gemessen am 
Vitamin B,-Reichtum der Bierhefe, bestatigen. Dabei erwies es sich 
als ziemlich gleichgiiltig, ob die meist aus technischen Betrieben 
stammenden Futterhefen in verschiedenartigen Holzhydrolysaten wie 
Schollerholzzucker, Bergiusholzzucker, Sulfitablaugen aus Nadelholz 
oder Laubholz geziichtet waren, ob sie im diskontinuierlichen oder 
kontinuierlichen Betriebe, ob in den oder jenen Apparaturen auf der 
oben gekennzeichneten biologischen Grundlage erzeugt waren. 


Der Vollstandigkeit halber sei erwahnt, daB der Vitamin B,-Gehalt 
all dieser Hefen mit 10 bis 13 biologischen Einheiten denjenigen der Bier- 
hefe mit 5 bis 8 biologische Einheiten, nicht nur erreicht, sondern ge- 
legentlich sogar nicht unerheblich tibertrifft. 


1 Diese Zeitschr. 278, 29, 1935; 2838, 71, 1935: 286, 83, 1936. 2 Tier- 
ernihrung 9, 173, 1937. — * Vgl. diese Zeitschr. 302, 1, 1939; ferner Privat - 
mitteilung von Herrn Prof. Dr. A. Scheunert. 








H. Fink u. F. Just: 


Mit der Erforschung der Ursachen fiir diese ,,biologische Unzu.- 
langlichkeit**! der Torulafutterhefen haben schon Fink? und Krebs in 
Zusammenarbeit mit Schewnert? und K.H. Wagner begonnen. Das 
wichtige Ergebnis dieser Gemeinschaftsarbeit, in der dieser Fragen 
komplex ausfiihrlich diskutiert worden ist, war der exakte Beweis de: 
Totalsynthese des Vitamin B,- und By-Komplexes durch die Wuchshefe 
Torula utilis, die hierzu in genau definierten Substraten, namlich in 
reinem, verdiinntem Alkohol und mineralischen Nahrsalzen durch 
elf Generationen gefiihrt worden war. 

Mit /ust sind diese Untersuchungen nun in den letzten 2 Jahren 
leider des 6fteren durch zeitgema8 wichtigere Untersuchungen unter. 
brochen — fortgefiihrt worden. Unser Ziel war es, weiterhin die Griinde 
fiir den Unterschied im Vitamingehalt von Torulahefe und Bierhefe zu 
suchen und Wege zu finden, die Torula-Futterhefen in bezug auf ihren 
Vitamin B,-Gehalt biologisch gleichwertig zu machen. Unter den ver- 
schiedenen eingeschlagenen Richtungen bei unseren Arbeiten wurde 
einerseits nach Ziichtungsbedingungen (aber auch Vor- und Nach 
behandlungen) gesucht, die durch Abanderung oder im Anschlu® an 
unser Futterhefeverfahren méglichst auch technisch durchfiihrbar sind 
andererseits durch Darbietung von ,,Vorstufen‘‘ oder ,,Bausteinen’ die 
mikrobiologische Synthese des Vitamin B,-Molekiils bzw. der Vitamin B,- 
Diphosphorsaure (Cocarboxylase) in Angriff genommen. 

In diesem Stadium unserer Arbeiten ist Herr Kollege Scheunert an uns 
herangetreten und bat uns, ein Thiazolpriparat, dessen Zusammensetzung 
uns unbekannt war, der Torulahefe bei der Futterhefeziichtung anzubieten 
Das Ergebnis war, soweit wir das damals feststellen konnten, in sehr zahl| 
reichen Standardziichtungen mit gestuften Dosen negativ. Uber die Aus 
wertung der so erzeugten Hefepriiparate im Tierversuch werden wir in 
der folgenden Mitteilung gemeinsam mit Herrn Kollegen Scheunert berichten. 

Im Zusammenhang mit der Steigerung des B,-Gehalts bei Hefen 
war auch die Frage von Interesse, wie sich bei der Ziichtung zugesetztes 
reines synthetisches Aneurin verhalt. Die Praparate verdanken wi! 
dem Entgegenkommen der Direktion des Werkes Elberfeld der 1. G 
Farbenindustrie. Hier galt es, eine Reihe von Méglichkeiten zu priifen 
so die Frage der Erhaltung oder Zerst6érung unter verschiedenen 
physiologischen Bedingungen, die Frage der Aufnahme durch dir 
Hefe und besonders die Art der Aufnahme, sei es durch einen physikali 
schen Vorgang (Adsorption, Anreicherung durch Lésung in einem 
Zellbestandteil usw.) oder durch einen chemischen Vorgang (z. B. ,,.Auf 


1 Nur in bezug auf den Vitamin B,-Gehalt der Bierhefe! In bezug aut 
Zusammensetzung, Wert und Verdaulichkeit z. B. des EiweiBes bisher mit 
Bierhefe gleichwertig. Eingehende Versuche laufen z.T. gemeinsam mit 
Herrn Dr. habil. A. Hock. — ? Diese Zeitschr. 802, 1, 1939. 
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zienen nach Art eines basischen Farbstoffs) oder durch einen physiologi- 
sehen Vorgang (Phosphorylierung zum Diphosphorsaurederivat, Co- 
carboxylase). Die letztere Méglichkeit, die des Einbaues des ,,kiinst- 
lichen** Aneurins zum _,,natiirlichen’’ Zellbestandteil Cocarboxylase, 
war natiirlich von besonderem Interesse. Sie konnte auch, wie in dieser 
Arbeit noch ausgefiihrt werden soll, unter bestimmten physiologischen 
Bedingungen erreicht werden. 

DaB Hefe, aber auch Rattenleber und Darmschleimhaut Phosphatasen 
enthalten, welche die enzymatische Synthese der Cocarboxylase aus Aneurin 
mit Hilfe gewisser Phosphatdonatoren, wie Adenosin-triphosphat bzw. 
Hexose-Diphosphat bewirken, ist schon 1937 von Hans von Euler! und 
R. Vestin, sowie von Kinnersley* und Peters gezeigt worden. Rein chemisch 
ist die Phosphorylierung des Aneurins zu Cocarboxylase nach Tauber* 
mittels Natriumpyrophosphat und Phosphorsiéure oder Phosphoroxychlorid 
durchfiihrbar. Im Rahmen unserer Fragestellung sollte also die mikro- 
biologische Synthese der Cocarboxylase durch wachsende und garende 
(besonders durch Vitamin B,-arme Torula utilis-Hefe) studiert werden. 

In diesem Zusammenhang seien auch die Versuche von EF. Abderhalden* 
und R. Abderhalden kurz erwaihnt, denen die Synthese von Vitamin b, 
aus Pyrimidin- und Thiazolanteil mittels Extrakten aus frischen Organen 
von Kaninchen, Taube und Ratte gelang. 

Bei der Durchfiihrung unserer diesbeziiglichen Versuche lieben wir 
uns von der folgenden naheliegenden Arbeitshypothese leiten, die aber 
trotzdem fiir unser Problem in aller Scharfe noch nicht formuliert 
worden ist und die sich als fruchtbar erwies. Bekanntlich enthalt, wie 
Lohmann zeigte, die Carboxylase, eines der Teilenzyme im Zymase- 
komplex, phosphoryliertes Aneurin als Wirkgruppe (Cocarboxylase). 
Andererseits wei man durch die Arbeiten von Warburg und Christian 
sowie von Kuhn und Mitarbeitern, daB das Vitamin B, (Lactoflavin) 
zum Fermentkomplex der Atmung in engster Beziehung steht. Die 
Vermutung war also naheliegend, daB diejenigen Hefen, die den Garungs- 
stoffwechsel bevorzugen (z. B. untergirige Bierhefe) cocarboxylase- 
reicher, mithin also auch Vitamin B,-reicher sind als die sogenannten 
.Atmungshefen*’ (z. B. Torula) und umgekehrt, daB diese wiederum 
reicher an Atmungsenzymkomplex, mithin also auch z. B. Vitamin Bo- 


(Lactoflavin-)reicher sind als die ausgeprigten ,,Garhefen‘‘. Mit 
anderen Worten, die Verteilung der beiden Vitamine B, und By hangt 
eng mit dem jeweiligen, gegebenenfalls veranderlichen Stoffwechsel- 
typus der Zelle zusammen, dergestalt, daB die Zelle je nach ihrem 
Bedarf entweder B,- oder Bo-reicher ist, wobei die jeweiligen Gehalte 
an beiden Vitaminen im umgekehrten Verhaltnis zueinander stehen. 


' Naturwiss. 25, 318, 416, 1937. — ? Biochem. J. 32, 677, 1938. — 
’ J. Amer. Chem. Soc. 60, 730, 1938. ‘ Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 
d. Menschen u. Tiere 248, 85—93, 1939. 
Biochemische Zeitschrift Band 308. 














LS H. Fink u. F. Just: 


Diese Arbeitshypothese steht in weitgehendem Einklang mit dey 
bisherigen Befunden. Zum mindesten gibt sie eine Méglichkeit zim 
Verstandnis der beobachteten grofen Unterschiede im Vitamingehialt 
der verschiedenen Hefen. Zur besseren Ubersicht geben wir nochmials 
Tabelle I aus der schon zitierten Gemeinschaftsarbeit 1 wieder. 


Tabelle I. Vitamingehalte (B,- und B,-Komplex) verschiedene: 
Hefen. 





Gehalt je g Trockenhefe 
mit 10% Wasser an 


Be- 


Hefesorte Ziichtungsmilieu Vitamin B, Vitamin B, merkpncen 


in inter- (Komplex) 
nationalen in biologischen 
Einheiten Einheiten 


Brauereihefe Gehopfte Malzwiirze 60—80 5—{ Scheunert wu 
Schiehlic) 


Backerhefe Melasse 20 Dieselber 


Torula utilis Holzzucker mit viel Malz- 6 
keimen 


Torula utilis Holzzucker mit nur an- 
organischen Salzen 


Torula utilis | Verdiinnter Alkohol mit ) 3,: Scheunert wnd 
nur anorganischen Sal- Wagne 
zen, 1. Generation 


Torula utilis Verdiinnter Alkohol mit 3.3 Dieselben 
nur anorganischen Sal- 
zen, 11. Generation 


Der Aneuringehalt der im Liiftungsverfahren in verschiedenen 
Substraten geziichteten Torulahefen ist im Einklang mit unserer Hypo- 
these nur etwa !/,) so groB, ihr Vitamin B,-(Komplex-) Gehalt jedoch um 
rund 100% héher als die entsprechenden Gehalte der Bierhefe, die im 
Gegensatz zur Torula den praktisch anaeroben Stoffwechseltypus ver- 
kérpert. Die Backerhefe — die ja zwischen diesen beiden Heferassen 
insofern eine Mittelstellung einnimmt, als sie einerseits im Liiftungs. 
verfahren erzeugt wird, wobei meist mehr oder weniger Zucker zu 
Alkohol vergoren wird, andererseits aber ihrem Verwendungszweck 
gemaB auf ein besonderes Garvermégen (Trieb im Teig) hin geziichtet 
wird — hat einen wesentlich héheren B,-Gehalt als die Torula, aber 
einen bedeutend niedrigeren als die Bierhefe. Im B,-Gehalt liegt die 
Backerhefe im Vergleich zur Bierhefe an deren oberer, im Vergleic! 
zur Torula an deren unterer Grenze. 


1 Diese Zeitschr. 302, 1, 1939. 
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So tibereinstimmend demnach diese Befunde mit unserer Annahme 
auch sein mégen, so sind doch einige gewichtige Einwiainde dagegen 
zu erheben: 


1. Die Unterschiede im Vitamin B,- und B,-Gehalt kénnten 
primare echte Rasseneigenschaften sein. 


2. Die betreffenden Unterschiede kénnten durch die Verschieden- 
artigkeit der Substrate bedingt sein. So ist die in Holzzucker, Glucose, 
Alkohol usw. geziichtete Torula ausschlieBlich auf ihre Vitamineigen- 
synthese angewiesen, wahrend die Bierhefe in ihrem normalen Milieu, 
der Bierwiirze, bekanntlich fertiges Vitamin B, reichlich angeboten 
bekommt, welches sie auch dann zu speichern scheint, wenn sie es 
physiologisch im eigenen StoffwechselprozeB nicht verwendet. Im 
Widerspruch dazu steht allerdings die Tatsache, daB die Torula, die 
unter viel Zusatz von Malzkeim (d. h. also bei Angebot betrachtlicher 
B,-Mengen) geziichtet wurde, nicht B,-reicher geworden ist. Immerhin 
kénnte dieser Widerspruch mit dem Hinweis auf die mégliche rassen- 
maBig bedingte Verschiedenheit im Speicherungsvermégen entkraftet 
werden. Durch unsere Versuche werden diese Verhaltnisse naher auf- 
vgeklart werden. 


3. Bei den obigen Zahlen fiir den Bs-Gehalt der verschiedenen 
Hefen handelt es sich um Angaben iiber den By-Komplex und nicht 
um solehe beziiglich By-Lactoflavin. Bei der biologischen Bestimmung 
von Vitamin B, werden bekanntlich auBer dem Lactoflavin noch andere 
Vitamine der B-Gruppe miterfaBt. Die Schwankungen des Gehalts 
von Vitamin B,-Komplex der Hefen brauchen also nicht mit denjenigen 
des reinen By-Lactoflavins parallel zu gehen. Da dieser Einwand nur 
zu berechtigt ist, beschaftigen wir uns im folgenden nur mit den Ver- 
hiltnissen beim Vitamin B,. Unsere Versuche zu_ vergleichenden 
chemischen Lactoflavinbestimmungen, welche die bestehende Unsicher- 
heit beseitigen sollen, laufen zurzeit an. 


Nehmen wir trotz alledem unsere Arbeitshypothese einmal als 
giilltig an, so ergeben sich ohne weiteres einige experimentell nach- 
priifbare Folgerungen: 

1. Bei einer Umsteuerung des ausgepragten Garungsstoffwechsels 
der Bierhefe auf Atmung miiBte sich deren Aneuringehalt verringern 
(und deren Lactoflavingehalt erhéhen). 

2. LaBt man dagegen die Torula, die nahezu den reinen Atmungs- 
typus verkérpert, garen, so miiBte deren Aneuringehalt entsprechend 
ihrem nunmehr erhéhten Bedarf an Carboxylase steigen. 


Beide Folgerungen werden vom Experiment bestatigt. 
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Ergebnis der Versuchsserie la}. 
B,-Gehalt von Bierhefen, die im Liiftungsverfahren in Malzwi;+ 
geziichtet wurden. 





Vermehrungs- B,-Gehalt in 1g 
faktor bei der Trockensubstanz 
Ziichtung y | 


Befund der biologischen 
Priifung * 


Ausgangshefe 265 Rein 
1. Fihrung : 215 Frei von fremden Hefen ; Spur vor 
Essigbacterien 
197 Dasselbe 
95 e 
62 Geringe Torulainfektion. Gering 
Infektion von Essigsiure- wn 
Milchsaurebakterien 
| 38 Wie bei4., jedoch etwa 15°, Torula 
Wegen der Torulainfektion abgebrochen. 

* Die biologische Kontrolle wurde in dankenswerter Weise von Herrn M. Glauhit: und 
Fri. R. Riedel vorgenommen. 

Bemerkung. Die Infektion fallt hierbei im Gegensatz zu biologischen 
Untersuchungen anderer Art — nicht ins Gewicht. Die numerische Korrektw: 
fiir die Torulaverunreinigung von 15°, in der 5. (eingeklammerten) Bie: 
hefeziichtung betraigt nur rund 3, d.h. der ,,wahre‘* Aneuringehalt de 
reinen Bierhefe ware nicht 387, sondern 417. Alle Angaben des B, 
Gehalts beziehen sich in dieser Arbeit auf Aneurinhydrochlorid. 


Ziichtet man also Bierhefe im Liiftungsverfahren in ihrem normals 
Substrat, ndmlich aneurinhaltiger Malzwiirze, so fallt ihr Vitamin B 
Gehalt sehr betrdchtlich. Schon nach der 3. Fiihrung betrdgt er nur noc! 
etwa \ 5. Er néhert sich dem B,-Gehalt der Torula (im Mittel ctwa 
20y/ 1g Trockensubstanz). Wir iiberzeugten uns, daB dieser Befund 
reproduzierbar ist. AuBerdem tritt dieser Effekt auch auf, wenn man 
wie in der 

Versuchsserie lb 


Bierhefe in Maltoselisung (unter Zusatz von wenig Malzwiirze) in 


Liiftungsverfahren ziichtet. 





Vermehrungs- 8B,-Gehalt in 1g 
faktor bei der Trockensubstanz 


Ziichtung y 


Befund der biologischen 
Priifung 


Ausgangshefe .... 265 Rein 


1. Fiihrung 208 
2,1 169 Frei von fremden Hefen, Spur vor 
Essigbacterien 


-* ” 


2.0 45 Dasselbe 


1,9 37 M&Bige Infektion von Essig- wu! 
Milchséiurebacterien, weniger al- 
1% Torula-(Infektion) 

1,9 29 Wie bei 4., aber etwa & %, Torula 


Wegen der Torulainfektion abgebrochen. 


' Uber die Einzelheiten der Durchfiihrung der Ziichtungen, Garunyet 
und Aneurinbestimmungen s. I]. Mitteilung. 
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Anmerkung. Die numerische Korrektur fiir Torulaverunreinigung von 
rund 10°, betragt hier etwa 1+, d.h. die reine Bierhefe der 5. Fiihrung 
enthalt nieht 29 », sondern 30+)/1 g Trockensubstanz. Vgl. auch Anmerkung 
unter Versuch la. 


Hierbei fallt also der Aneuringehalt der Bierhefe noch rascher als 
unter den Bedingungen des Versuchs la. Interessant ist, dap der grépte 
Sturz jeweils bei der 3. Fiihrung eintritt. 

Wir sehen darin ein Argument fiir die Richtigkeit unserer 
Arbeitshypot hese. 


Allerdings taucht hier die Frage auf, ob die Hefe z. B. der 3. und 
spateren Fiihrung iiberhaupt noch als untergarige ,,Bierhefe** im eigentlichen 
Sinne anzusprechen oder ob sie nicht vielmehr durch die Umziichtung 
etwas anderes** geworden ist. Das letzte wire logischerweise der Fall, 
wenn man als notwendiges Merkmal fiir die Definition der Bierhefe deren 
ausgepragten Garstoffwechsel aufstellt. Dies scheint uns aber nicht gerecht- 
fertigt. AuBerdem werden aus den Zellen der 4. und 5. Fiihrung unter den 
Bedingungen der biologischen Reinheitspriifung wieder einwandfrei typische 
Bierhefezellen, soweit das mikroskopische Bild dariiber entscheiden laBt. 


Ergebnis der Versuchsserie 2. 
Steigerung des Vitamin B,-Gehalts von Torula utilis durch Gdarung 
bei Vermeidung von Beliiftung. 


. Torula (Ausgangshefe) .. 19,7 + /1 g Trockensubstanz 
2. Torula (nach sechsmaliger Garfiihrung in 
Glucose) . 29,9 »/1 g Trockensubstanz 
Zunahme 2 gegen | 10,2 y, d.i. 50°, 
. Torula (nach sechsmaliger Garfiihrung in 
Malzwiirze) .... 54,0 »/1 g Trockensubstanz 
Zunahme 3 gegen | 34,3 », d.i. 150% 


ne ZLunahme des Vitamin B,-Gehalts beim Gdren der Torula in 
Die Zunah les Vit B,-Gehalts | ( ler Torul 
aneurinfreiem Substrat betragt also hierbei rund 50°. Bei der Garung 
in B,-haltiger Wiirze steigert sich der B,-Gehalt der Torula betracht- 
licher als in B,-freiem Substrat; hier iiberlagert sich die bei der Garung 
verstarkte Eigensynthese der Torula mit der Speicherung des vor- 
handenen fertigen Vitamins B, der Wiirze, worauf wir weiter unten 
noch naher eingehen werden. 


Dieser Versuch 2 (und die folgende Versuchsserie 3) ist ebenfalls 
eine Stiitze fiir die Richtigkeit unserer Arbeitshypothese. Auperdem ist 
dadurch grundsdtzlich ein Weg gewiesen, den relativ zu andern Hefen 
hekanntlich sehr niedrigen Vitamin B,-Gehalt der Torula (und eventuell 
anderer Hefen) zu erhdhen. 

Wir versuchten nun, diesen Effekt — der relativ recht betrachtlich 
(namlich etwa 50 %) ist, absolut genommen aber nur 10 y/1 g Trocken- 
substanz, also praktisch ohne gréBeren Nutzen ist zu steigern und 
vor allem auch rationeller zu gestalten. Der Zuckerumsatz (s. LI. Mit- 
teilung) war bei den obigen Garversuchen recht betrichtlich. [mmerhin 
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ware daran zu denken, daB man den bei der Garung entstehende, 
Alkohol gewinnen kénnte oder da man das vergorene Substrat fiir sic), 
oder im Verschnitt mit Holzzuckerlésung, Sulfitablauge usw. auf Futter. 
hefe verhefen kénnte. 

Unsere diesbeziiglichen Versuche, die noch nicht abgeschlosse), 
sind, liefen zunachst in folgender Richtung. Da bekanntlich die Carbox, 
lase die Umwandlung der Brenztraubensdure in Acetaldehyd und CO 
bewerkstelligt, kann man vermuten, dab eine Steigerung der Aneurin. 
eigensynthese im Bereiche der Moéglichkeit liegt, wenn man die Kon 
zentration der Brenztraubenséure, des Substrats der Carboxylase 
willkiirlich erhéht. Die gesteigerte Abbautendenz kénnte durch eine 
Vermehrung der Carboxylase befriedigt werden. Diesbeziigliche Ver- 
suche sind im Gange. 

Am einfachsten und bequemsten ist das zuerst angegebene Prinzi) 
durch Erhéhung der CO,-Konzentration, also durch Garung unter (0, 
Druck, zu realisieren. Wegen der py-abhangigen Gleichgewichte von (0, 
und Wasser diirfte dabei auch das py in der Garung eine Rolle spielen. Be 
unseren Versuchen verfuhren wir vorlaéufig so, daB wir die Garungen be 
pu = 7 und py = 3 in verschlossenen Bierflaschen vornahmen. (Einze! 
heiten s. IT. Mitteilung.) 


Ergebnis der Versuchsserie 3. 





Pa pg || Zuwachs bezogen auf 
in TrocKen- || . 
Herkunft der Hefe pi Ae ce =_s Aaagangsbete 





4 0 
Torula (Ausgangshefe, in Glucose ge- 
ziichtet) 
Dieselbe Torula (nach einmaliger Garung 
unter Verschlu8 bei py = 3) 
Dieselbe Torula (nach dreimaliger Garung 
unter VerschluB bei py = 3) 
Dieselbe Torula (nach einmaliger Garung 
unter VerschluB bei py = 7) 
Dieselbe Torula (nach dreimaliger Garung 
unter VerschluB bei pg = 7) 
Dieselbe Torula (nach einmaliger Garung 
im offenen Kolben) 
Dieselbe Torula (nach dreimaliger Gérung 
im offenen Kolben) 


Anmerkung. Die gemessenen Unterschiede liegen zum Teil recht nah¢ 
der Fehlergrenzen der angewandten Thiochrommethode. Wegen gewisse! 
Kautelen bei der Bestimmung (s. II. Mitteilung) sind sie jedoch als ree! 
anzusprechen. 


) 


Diese Versuchsreihe 3 stellt nochmals den schon im Versuch ” 
aufgezeigten Effekt der Vitamin B,;-Vermehrung durch Garen det 
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Torula sicher. Es zeigt sich weiterhin, daB die Zunahmen bei wieder- 
holter Garfiihrung im Vergleich zu denen, die nach der ersten Gar- 
fiihrung auftreten, nur noch gering sind. Die Versuche in der ge- 
schlossenen Flasche bei px = 3 — die Garung verliuft hier ziemlich 
langsam und die CO.-Spundung ist relativ gering — ergaben gegeniiber 
der offenen Garung keine Steigerung der B,-Eigensynthese ; bei px = 7 
jedoch zeigt sich eine ziemlich deutliche Verstarkung des beabsichtigten 
Effekts. Auf jeden Fall geben diese Befunde einen Anreiz, die Versuche 
in dieser Richtung weiter zu verfolgen. 

Wie wir im Versuch 1a feststellten, verringert sich der Vitamin B,- 
Gehalt der Bierhefe beim Liiften auch dann sehr betrachtlich, wenn 
man Malzwiirze als Substrat wahlt. Da die Malzwiirze auBer natiirlichen 
EiweiBstoffen und deren enzymatischen Abbauprodukten noch mancher- 
lei Wuchsstoffe und Vitamine, vor allem auch fertiges Vitamin B, 
enthalt, war es von Interesse festzustellen, wie sich der Aneuringehalt 
einer Torula verhalt, die in diesem Substrat wahrend mehrerer auf- 
einanderfolgenden Passagen geziichtet worden ist. 


Versuchsserie 4. 


Aneuringehalt von Torula, die in Malzwiirze im Liiftungsver fahren 
gextichtet worden ist. (Kinzelheiten s. II. Mitteilung). 





Aneurin- 


Ver- gehalt inlg Zunahme Biologische 
mehrungs- ‘Trocken- Reinheits- 
faktor substanz = ————— priifung 


; vig 


. Torula (Ausgangshefe in 
Glucose geziichtet) ..... Rein 


2. Torula (I. Fihrungin Malz- 
wirze 


. Torula (II. bis V. Fiihrung 
in Malzwiirze, gleichteilige 
Mischprobe) 20 Geringe = Infek- 
tion mit Essig- 
und Milchsaure- 
. Torula (VI. Fiihrung in hecterten 
Malzwiirze) 5 5,2 20) Dasselbe 
. Torula (VII. bis XI. Fiih- 
rung, gleichteilige Misch- 
16,6 
. Torula (XII. Fiihrung in 
Malzwiirze) 20,8 + 1,1 


tine merkliche Zunahme des Vitamin B,-Gehalts tritt also bei der 
Ziichtung in Malzwiirze nicht ein. Eine Ausnahme macht die Torula 
der I, Fihrung. Hier war auch das Wachstum der Torula anomal 
niedrig, da sich bekanntlich die Hefe erst an das ihr gewohnte Substrat 
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(z. B. Maltose an Stelle von Glucose) anpaBte. Gleichzeitig ist dei 
obigen Versuch zu entnehmen, da die Schwankungsbreite im Vitamin }.. 
Gehalt verhaltnismaBig gering ist: liegt dieser doch in den zwd6lf unter. 
suchten Hefen (mit Ausnahme der I. Fiihrung) innerhalb der Grenzey 
von 15,2 bis 20,8 y/g Trockensubstanz. Dieselbe Erfahrung bestatigt: 
sich auch bei den vielzahligen Torulaproben anderer Herkunft. 

Die Befunde der obigen Versuchsserie 4 deckten sich mit denjenigen, 
die bei der schon oben erwahnten von Schewnert untersuchten Torula. 
welche von Scholler in Holzzucker mit sehr reichlichem Zusatz von Maly 
keimen nach dem Liiftungsverfahren erzeugt worden ist, erhoben worde), 
sind. Auch diese Hefe enthielt nur 6,61. E. (20 y) Vitamin B,, also ehe) 
weniger als dem Durchschnittswert von 6—8 i. E. (d.h. 6,6--8,8 i. EB. g 
Trockensubstanz) bei rein ,,mineralisch** geziichteten Torulahefen entspricht 

Aus diesen Ergebnissen mufB der SchluB gezogen werden, dab fii 
die Torula, die nach dem Liiftungsverfahren geziichtet wird, relatiy 
geringe in der Nahrlésung vorhandene Vitamin B,-Mengen fiir ihren 
eigenen Aneuringehalt ohne Belang sind. Wir priiften diese Aussage 
durch Versuche, in denen die Verhaltnisse strenger detiniert sind als 
bei der Verwendung der kompliziert zusammengesetzten Malzwiirze 


Versuchsserie 5. 


Vitamin B,-Bilanz bei der Ziichtung der Torula nach dem Liiftungs- 
verfahren in Glucose als Nahrsubstrat hei Zusatz verschiedener Anewrin- 
mengen. 

A. Stellhefe 36,0 g (24,1°, Trockensubstanz 
Erntehefe 152,0 g (23,4°, Trockensubstanz | 
1055 » Aneurinhydrochlorid 
Vitamin B,-Gehalt der Stellhefe ... 22,5 y/g Trockensubstanz 
Vitamin B,-Gehalt der Erntehefe .. 29,8 »/g Trockensubstanz 


Bilanzausrechnung: 152g Erntehefe hatten ohne B,-Zusatz in 
Substrat (mittlerer Gehalt mit 20 y/g Trockensubstanz angesetzt) 
152 - 0,234 - 20 = 712 y 
Aneurinhydrochlorid enthalten. Die Erntehefe enthalt aber tatsachlich: 


152 - 0,234 - 29,8 = 1060 y. 


Einer effektiven Zunahme des B,-Gehalts in der Hefe von 


1060 — 712 = 348 y 


stehen gegeniiber : 
1055 y zugesetztes B,, 
(195 y in der Stellhefe enthaltenes B,), 


1250 y insgesamt. 
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Es wurden also nur 28 % der zur Verfiigung stehenden Vitamin B,- 
Mengen verwertet. Die iibrigen etwa 70° sind als praktischer Verlust ! 
m buchen, da die gesamte endverhefte Ziichtungsfliissigkeit (etwa 
3 Liter) insgesamt héchstens 20 y enthielt, d.h. praktisch vitamin- 
frei war. 

B. Stellhefemenge 36,0 g (24,1°,, Trockensubstanz) 
Erntehefe 134,0 g (24,6°,, Trockensubstanz) 
Zusatz von > Aneurin-Hydrochlorid 

(doppelt soviel wie bei A) 
Vitamin B,-Gehalt der Stellhefe ... 22,5 +)/g Trockensubstanz 
Vitamin B,-Gehalt der Erntehefe .. 46,3 7)/g Trockensubstanz 


Bilanzausrechnung: 134g Erntehefe hatten ohne B,-Zusatz im 
Substrat 
134 - 0,246 - 20 — 659 y 


Aneurinhydrochlorid enthalten. Die Erntehefe enthalt aber tatsachlich : 
134 - 0,246 - 46,3 — 1528 y. 
Kiner effektiven Zunahme des B,-Gehalts in der Hefe von 
1528 — 659 — 869 
stehen gegeniiber : 
2035 y zugesetztes B,, 
(195 y in der Stellhefe enthaltenes B,), 


2230 y insgesamt. 


Es wurden also nur 39% der zur Verfiigung stehenden Vitamin B,- 
Mengen verwertet. Die iibrigen 60 °% 
buchen, da die endverhefte Ziichtungsfliissigkeit insgesamt héchstens 
20 y enthielt. 


, sind als praktischer Verlust zu 


C, Stellhefe 36,0 g (24,1°, Trockensubstanz) 
Erntehefe 136.5 g (23,9°, Trockensubstanz ) 
Zusatz von 3268 + Aneurin-Hydrochlorid 

(etwa dreimal soviel wie 
bei A) 
Vitamin B,-Gehalt der Stellhefe ... 22,5 y/g Trockensubstanz 
Vitamin B,-Gehalt der Erntehefe .. 72,8 ;)/g Trockensubstanz 


' Der eine von uns (fF. Just) beabsichtigt, diesen Verlust (oxydative! 
Abbau ?) naher zu untersuchen, da ihm hier eine giinstige Celegenheit 
gegeben ersche:nt, iiber den Verbleib des Aneurins im Organismus, der auch 
bei Tier und Mensch noch nicht geklart ist. eingehendere Kenntnis zu er- 
angen. 
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Bilanzausrechnung: 136,5 g Erntehefe hatten ohne B,-Zusatz im 
Substrat 
136,5 - 0,239 - 20 = 652 y 


B, enthalten. Die Erntehefe enthalt aber tatsachlich : 
136,5 - 0,239 - 72,8 = 2375 y B,. 
Kiner effektiven Zunahme des B,-Gehalts in der Hefe von 
2375 — 652 = 1723 y 
stehen also gegeniiber: 


3268 y zugesetztes B,, 
(195 y in der Stellhefe enthaltenes B,), 


3463 y insgesamt. 


Es wurden also hierbei nur rund 50 % der zur Verfiigung stehenden 
Vitamin B,-Mengen verwertet. Die tibrigen 50% sind als Verlust zu 
buchen, da auch hier die verhefte Ziichtungsfliissigkeit praktisch 
Vitamin B,-frei war. 

Als Gesamtresultat dieser drei Ziichtungsversuche 5a bis 5c Jabt 
sich feststellen : 

1. Die Torula erfaihrt eine Erhéhung ihres Vitamin B,-Gehalts, 
wenn sie in B,-reichem Substrat nach dem Liiftungsverfahren ge- 
ziichtet wird. 


2. Die zugesetzten Aneurinmengen werden jedoch nur_ unter 
erheblichen Veriusten von der Hefe ausgenutzt. 


3. Die auftretenden Verluste (30 bis 50%) sind um so gréper, } 
niedriger der Vitamin B,-Zusatz relativ zur Hefemenge bemessen wird 
Bei verhaltnismaBig geringen Aneuringehalten des Nahrsubstrats 
(vgl. Ziichtungen der Torula in Malzwiirze oder malzkeimhaltigen Holz 
zuckerlésungen) tritt praktischer Totalverlust des fertig vorliegenden 
Vitamins B, ein, d. h. das Aneurin verschwindet aus der Lésung, oline 
da die Hefe selbst dadurch vitaminreicher wird. 


Vom praktischen Gesichtspunkt aus bedeuten diese Befunde, dal) 
eine technische Vitaminisierung der Futterhefe auf diese Weise nu! 
sehr unrationell und mit groBer Vergeudung zu erreichen ware. 


Ganz anders und praktisch viel giinstiger liegen jedoch die Ver- 
haltnisse, wenn man das Aneurin nicht waihrend des Liiftens (und 
Wachsens) der Hefe, sondern wahrend einer an sich nicht iiblichen 
Nachgarung (oder Selbstgarung) zusetzt. 
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Versuchsserie 6. 


Zunahme des B,-Gehalts bei Zusatz 


B,-Gehalt der Ausgangshefe....... 
Aneurinzusatz zu 10g  Torula 
(22,52°,, Trockensubstanz) ..... 
B,-Gehalt der ausgewaschenen To- 
rula nach der Giarung: 
in Form von frecem Aneurin 
INBGOBRIIG 2. cc cece sc ccccccceses 
also in Form von Aneurinphosphat 
Aneurin in °,, vom Gesamt- 
MERON sgh toe bie es SA bea Ates es 
aaa pers Sear Eee ieee rae 
Gesamtaneurin in Gar- und WwW asch- 
fliissigkeit 


freies 


B,-Gehalt der Ausgangshefe....... 
Aneurinzusatz zu 10 g Torula ..... 
B,-Gehalt der ausgewaschenen To- 
rula nach der Garung: 
in Form von fretem Aneurin ...... 
ORIN ok 6 oeweh ote orecaieiw!ewiers 
also in Form von Aneurinphosphat . 
treies Aneurin in °, vom Gesamt- 
MMI a CA iia A uina Sa anirsene 
OR ee rea 
Gesamtaneurin in Gar- und Wasch- 
PRONGIOMONO 66k oi vc cc disiccwasetis 


B,-Gehalt der Ausgangshefe....... 
Aneurinzusatz zu 10 g Torula ..... 
B,-Gehalt der ausgewaschenen To- 
rula nach der Garung: 
in Form von freiem Aneurin 
insgesamt 
also in Form von Aneurinphosphat 
freies Aneurin in °, vom Gesamt- 
gehalt 
Zunahme 
Gesamtaneurin in Gar- und Wasch- 
fliissigkeit 


von Aneurin zur garenden Torula!, 


22,5 y/g Trockensubstanz 
276 3 

13,1 7/g Trockensubstanz 
105}, - Trockensubstanz 
91,9 »/g Trockensubstanz 
12° 


66 y, d. i. 24°, des B,-Zusatzes 


0 


g Trockensubstanz 
' (dreimal soviel wie bei A) 


20,9 y/g Trockensubstanz 


213 »/g Trockensubstanz 
192,1 »/g Trockensubstanz 
10°, 


191,5 »/g Trockensubstanz 


376 y, d. i. 46°, des B,-Zusatzes 
g Trockensubstanz 
fintmal soviel wie bei A) 


33,5 y/g Trockensubstanz 
235 = y/g Trockensubstanz 
201,5 y/g Trockensubstanz 


14°) 
212,5 »/g Trockensubstanz 
60°, 


Uy Gs Bs des B,-Zusatzes 


Als Ergebnis dieser Versuchsserie 6 laBt sich also zusammenfassend 
feststellen : 


Torula 
erzielt so 


1. Gérende 
Man 


speichert freies, 
Torulahe fen, 


in der Gdrlésung enthaltenes 
deren Vitamin B,-Gehalt z B. 


lfmal gréper als bei normal geziichteten ist und damit den der Bierhe fe 


erreicht. 


1 Kinzelheiten s. II. Mitteilung. 


Bei dieser Aufnahme von freiem Aneurin aus dem Substrat 
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wird allerdings gewissermaBen eine Sattigungsgrenze erreicht, denn \:)i1 
steigender Aneurinkonzentration inner- und auBerhalb der Zelle \ jr 
der Anteil an nicht ausgenutztem Vitamin B, gréBer. Er steigt in dey 
obigen Versuchen von 24% auf 60°), waihrend die Zunahme des B,-() 
halts der Zellen selbst relativ immer geringer wird. So enthalt dic 
Torula vom Versuch 6 B nur das Zweifache, die vom Versuch 6 C hur 
das 2!/,fache an Vitamin als die vom Versuch 6 A, obgleich im Falle 6 8 
die Aneurinkonzentration im Substrat im Vergleich zu 6 A dreimal, in 
zweiten Falle (6 C) fiinfmal gréBer gewesen ist. 

2. Die B,-Speicherung ist hei der gdrenden (im Gegensatz zur Iw. 
liifteten) Torula verlustlos, wie aus der folgenden Bilanz ersichtlich ist 





Versuch 6A Versuch 6 B } Versuch 6 ( 


B,-Zuwachs in der Hefe + 186» + 431 
Unverbrauchtes B, in der Wasch- 

und Garfliissigkeit } + 376» 

Insgesamt: +- 2562 y + 807; 

Als freies Aneurin zugegeben 276 y — 825 y 


Saldo: | — 17 (—9%) —18 (— 2%) — 72 ( 


Die kleinen Unterschiede von — 2 bis — 9° liegen an und fiir 
sich innerhalb der MeBfehler. Sie kénnen jedoch auch durch die Ver- 
nachlassigung des (sicherlich geringen) Wachstums der Torula wahren| 
der Garung verursacht sein. 

3. Das in der Zelle gespeicherte Vitamin B, liegt darin nicht meh 
als freies Aneurin, sondern in gebundener Form vor. Es ist bei normalen 
pu nicht auswaschbar. Eine Speicherung durch bloBe Adsorption oder 
als Ergebnis eines Diffusions- oder Osmoseeffektes ist damit aus. 
geschlossen. AuBerdem ist die Vitamin B,-Anreicherung in der Zelle 
night proportional der B,-Konzentration in der Garfliissigkeit. Da dic 
gebundene Form des Vitamins B, im Zellinnern die jeweils rund 
90° des Gesamtgehalts der Hefe, unabhangig von dessen absoluter 
Hohe, ausmacht sich enzymatisch genau wie Cocarboxylase wn 
Aneurinmonophosphat (Ritsert) in freies Aneurin zuriickverwande!n 
laBt, ist sie zweifelsohne als phosphoryliertes Aneurin bzw. Cocarboxy- 
lase in der Zelle anzusprechen. 











Die Beschleunigung der Reduktionswirkung 
von Wasserstoffperoxyd durch Eisen. 
Von 
K. Yamafuji, K. So und H. Takaishi. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie am Kaiserlichen Institut fiir Zucker- 
forschung in Tainan, Japan.) 


(Eingegangen am 18, Oktober 1910.) 


Unserer Meinung nach wird Hydroperoxyd in lebenden Zellen in 
den meisten Fallen durch metastabil angeregten molekularen Sauerstoff 
vebildet (1). Das Sauerstoffmolekiil kann durch eisenhaltige Substanzen, 
feste Oberflachen sowie Lichtstrahlen metastabil aktiviert werden (1) (2). 
im AnschluB an diese Befunde haben wir uns dann vorgenommen zu 
untersuchen, ob durch diese Mittel auch der molekulare Wasserstoff 
mngeregt wird. Im Laufe der in dieser Richtung angestellten Unter- 
suchungen wurde gelegentlich gefunden, daB die reduzierende Wirkung 
von Wasserstoffperoxvd durch Eisenverbindungen beférdert wird. 


Das Auftreten der Reduktionswirkung des Wasserstoffperox yds 
beruht selbstverstandlich auf einer Zersetzung desselben unter ver- 
vhiedenen Bedingungen. Da®B Hydroperoxyd durch Schwermetalle 
gespalten wird, ist bekannt. In der vorliegenden Arbeit konnten wir 
aber feststellen, daB die Reduktionswirkung des Wasserstoffperoxyds 
nicht von dem Spaltungsgrad desselben abhangig ist. Wenn eine sehr 
yeringe Menge Eisen zugesetzt wird, so weist das Wasserstoffperoxyd 
cine starkere Reduktionswirkung auf als bei Zugabe von Alkali, obwohl 
lie Hydroperoxydzersetzung bei Alkalizusatz viel kraftiger stattfindet 
ils bei Eisenzusatz. Die Steigerung der Reduktionsfahigkeit des Wasser- 
stoffperoxyds durch Eisen wird mit zunehmendem py-Wert starker. 
Wasserstoffperoxyd wird auch durch Kupfer katalytisch zersetzt, die 
Kupfersalze iiben aber auf die Reduktionswirkung des Wasserstoff- 
peroxyds fast keinen beschleunigenden Einflu8 aus. Verschiedene 
/inkverbindungen scheinen weder beschleunigend wirken noch Hydro- 
peroxyd spalten zu k6énnen. 


Die reduzierende Wirkung des Wasserstoffperoxyds wird dadurch 
erklart, daB das Hydroperoxydmolekiil seine beiden Wasserstoffatome 
in irgendeiner Weise an reduzierbare Kérper abgibt. Wir glauben, dal 
tine kraftige Beférderung der Reduktionswirkung des Wasserstoff- 
yeroxyds durch Eisenverbindungen auf einer Aktivierung des bei der 
Hvdroperoxydspaltung frei gewordenen Wasserstoffs durch Eisen beruht. 
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Zunachst wurden Versuche mit einer Hamatinsuspension 
gefiihrt. 

Die Reduktionstahigkeit des Wasserstoffperoxyds wurde nach der 7), 
bergschen Methylenblaumethode bestimmt. Da sich bei der katalytischen Ze) 
setzung des Wasserstoffperoxyds Sauerstoff entwickelt, wurden die Rohr 
nicht evakuiert. Die Konzentration der in der vorliegenden Untersuchuny 
verwendeten Hydroperoxydlésung war stets n/10 und die der Methy len 
blaulésung 1: 5000; die Temperatur des Thermostaten wurde immer aut 37 
eingestellt und die Mischung im Rohr mit Wasser auf 10 cem aufgetiil|; 


Tabelle L. 





nhé *s Rohrs | ii 

In alt des R ohrs Wiihrend 2 Std 

zersetztes H., 0 
in mg 


Himatin H, O» 
in mg in ecem in ecm 


Entfarbungszeit 


Mb Gas im Rohr in Min. 


10 9,5 0,2 Wasserstoff 60 
10 9,5 0,2 Luft 60 
10 - 0,2 Wasserstoff > 300 
10 32 Luft > 300 
ote 9,5 0,2 %» - 300 

so Wasserstoff 300 

0,2 Luft > 300 


Wie die Versuche in Tabelle I zeigen, besitzt die wasserige Hamatin- 
suspension hydroperoxydzersetzende Wirkung. Die Entfarbung von 
Methylenblau wird unter den obenerwaihnten Bedingungen nur durc! 
Zusammenwirken von Hamatin mit Wasserstoffperoxyd hervorgebrach 
Das Himatin iibt, wie erwartet, selbst nach Einleiten des Wasserstoffs 
auf das Methylenblau keine entfairbende Wirkung aus. Wurde Hamatin 
sowie Hydroperoxyd zugesetzt, so findet Entfarbung sowohl in Wasser. 
stoff als auch in Luft in derselben Weise statt. Wenn der bei der Hydro- 


peroxydzersetzung frei werdende Sauerstoff sofort mit Hilfe irgend 
eines Verfahrens von der Farbstofflésung vollstandig entfernt werden 


kénnte, so wiirde die Entfairbungszeit noch viel mehr verkiirzt; deni 
das Vorhandensein von molekularem Sauerstoff verursacht bekanntlic! 
eine Farbbildung aus Leukomethylenblau. 

Da katalytische Zersetzung des Wasserstoffperoxyds auch durch 
Kinwirkung von Hydroxylionen erfolgt, wurde untersucht, ob bei 
soleher Hydroperoxydzerlegung ohne Eisen ebenfalls Methylenblau- 
entfirbung stattfindet (Tabelle II). Zur Alkalisierung der Lésung wurde 
immer n/10 Natriumhydroxyd verwendet. 

Die Zersetzungsgeschwindigkeit des Wasserstoffperoxyds ist vol 
der Alkalitat der Lésung abhangig, auch seine Reduktionswirkung wird 
mit der Zunahme der Hydroxylionenkonzentration stairker. Wenn mat 
aber die dabei ermittelte Entfarbungszeit mit der bei der Eisenkata!\~ 
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Tabelle II. 





Wahrend 3 Std. 
zersetztes HO» 
in mg 


Inhalt des Rohrs 
Ss = PH Entfirbungszeit 
NaOH | H, 0» Mb der Lésung in Min. 
jn com in ecm in ccm 


6,4 > 180 
8,0 5,6 > 180 0,2 
0.1 8,0 y 10,3 180 2,86 
0,6 8,0 é 11,5 110 5,52 
1,5 8,0 : 12,0 60 9,55 
1,5 y 12,0 > 180 - 


festgestellten vergleicht, so erkennt man, daB zwischen der Spaltungs- 
veschwindigkeit und der Reduktionswirksamkeit des Wasserstoff- 
peroxyds keine direkte Beziehung besteht. Durch diese Versuche 
konnte jedoch festgestellt werden, daB auch bei der eisenfreien katalyti- 
shen Hydroperoxydzersetzung eine Reduktion des Methylenblaus 
erfolgt. 


Dann wurde Hamatin in einer kleinen Menge verdiinnter Natrium- 
hydroxydlésung gelést und Versuche mit einer Himatinlésung durch- 
vefiihrt (Tabelle IIT). Da die alkalische Hamatinlésung braun gefarbt 
ist, muB zur genauen Bestimmung der Methylenblauentfarbung eine 
méglichst geringe Menge Hamatin verwendet werden (Tabellen III 


his V1). 
Tabelle LI. 





Inhalt des Rohrs 


Pu Entfarbungs- Wihrend 


a F Ra 3 Std. zer- 
* : g ) 1b 

Himatin H, 0» Mb der Lisung| &% '™ Robe im Min, | setates Hy O, 
in mg in cem in cem eli in mg 


7.6 Luft > 200 0,41 
7,6 Wasserstoff > 200 0,36 
8,8 Luft 70 0,78 
8,8 Wasserstoff 70 0,95 
9,1 Luft 50 1,19 
9,1 Wasserstoff 50 1.33 


0,05 
0,05 
0,10 
0,10 
0,15 
0,15 


SS 


- 
. 


. 
. 
tS Io bot to be 


ooo 


~Islat-g-1<1 
. 2 
SOren Or or Or Or 


. 


Die hydroperoxydspaltende Kraft des gelésten Hématins ist 
bedeutend starker als die des suspendierten. Trotzdem die durch 
Himatin zersetzte Menge Wasserstoffperoxyd im Vergleich mit der 
durch Hydroxylionen allein zersetzten (s. Tabelle II) sehr gering ist, 
ist die Entfarbungsgeschwindigkeit des Methvlenblaus bei der Kisen- 
katalyse bedeutend gréBer als bei der Alkalikatalyse. Die Versuche 
in Tabelle I und IIL zeigen deutlich, da& der in das Thunhergsche Rohr 
eingeleitete Wasserstoff an der Methylenblauentfairbung nicht be- 
teiligt: ist. 
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Um die Beziehung zwischen Zersetzungsgrad und Reduktions 
fahigkeit des Wasserstoffperoxyds weiter aufzukléren, wurden joc! 
folgende Versuche ausgefiihrt (Tabelle IV). 


Tabelle LV. 





Inhalt des Rohrs Wihrend 4 sta 


zersetztes H,( 
in mg 


Himatin NaOH Hy O» Mb 
in mg in cem in cem in eem 


5 PH | Entfiirbungszeit 
der Lésung | in Min. 
| 


0,10 - 2,0 0,3 6,8 - 260 0,20 
0,15 2.0 0.3 8,0 260 0,65 
0,20 2,0 0,3 8.8 240 LA 
2,0 0,3 10,5 > 260 3,40 
2.0 0,3 11,5 ~ 260 4,11 
2.0 0,3 12,0 - 260 > 4,11 


Durch diese Versuche wurde einwandfrei festgestellt, da Hamati: 
die reduzierende Wirkung des Wasserstoffperoxyds beschleunigt. 

Bei der Methode von Thunberg wird gew6hnlich das Rohr evakuiert 
Auf Grund der oben beschriebenen Versuche mit Wasserstoff sowie de: 
Tatsache, daB sich bei der Hydroperoxydzerlegung Sauerstoff ent 
wickelt, wurde geschlossen, da das Evakuieren des Rohres auf dic 
Geschwindigkeit der Methylenblauentfarbung keinen EinfluB ausiibt 
Die Richtigkeit dieser Annahme wurde durch die Versuche in Tabelle \ 
bestatigt. 

Tabelle V. 





— Wiihrend 
ASRS Pu ae Entfiir- 3 Std. 


Himatin NaOH H» O» Mb der im Rohr — zersetztes 
in mg in cem in cem in ecm Losung mu |g Oo in mg 


Inhalt des Rohrs 


0,15 - 5,0 0,15 7,9 Luft 120 Q,58 
0,07 5,0 0,15 9,0 ee 180 2,04 
, 0,15 = 5,0 0,15 7.9 Evakuiert 120 0,54 
0,07 5,0 0,15 9,0 és 180 2,18 


Ferner wurde der Einfluf8 der Wasserstoffionenkonzentration au! 
die Methylenblaureduktion durch kombinierte Wirkung von Hamati 


Tabelle VI. 
Rohr enthalt: 0,15 mg Haimatin + 2cem Puffer + 0,15 cem Mb + jcc 
H, Og. 





Wiihrend 4 Std. 
zersetztes H» O» 
in mg 


Wiihrend! , St 
zersetztes H, 0 
in mg 


PH Entfirbungszeit 
der Lésung in Min. 


Pu Entfirbungszeit 
der Lésung in Min. 


5,3 ~ 240 0,44 30 0,81 
6,2 - 240 0,45 ; 5 
7,2 240 0.54 : 5 
8,0 120 1.6: § 5 


tion 
wirl 
ahn 
ver! 
Sult 
sulf 


perc 
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und Wasserstoffperoxyd untersucht (Tabelle VI). Als Puffer wurden 
ein Phosphat- und Glykokollgemisch nach Sorensen benutzt. 

Wenn der alkalischen Hydroperoxydlésung eine geringe Menge 
Hamatin hinzugefiigt wird, so werden die Zersetzungsgeschwindig- 
keit sowie das Reduktionsvermégen des Wasserstoffperoxyds bedeutend 
erhoéht, und zwar mit zunehmender Alkalitat viel starker. 


I. 


Um einwandfrei festzustellen, da die Beschleunigung der Reduk- 
tionswirkung des Wasserstoffperoxyds durch Hamatin auf eine Ein- 
wirkung von Eisen zuriickzufiihren ist, wire noch aufzukliren, ob eine 
ihnliche Erscheinung auch bei einem Zusatz von anorganischen Eisen- 
verbindungen stattfindet. Zur Untersuchung wurden Chlorid und 
Sulfat verwendet (Tabelle VII). Da die Lésung dieser Eisensalze Thio- 
sulfat verbraucht, ist bei der Berechnung der gespaltenen Menge Hydro- 
peroxyd eine entsprechende Korrektur notwendig. 


Tabelle VII. 
Rohr enthalt: 1 cem m/10 Fe-Salz + 2 ccm Puffer + 0,1 eem Mb + 5 cem 
H, Og. 





PR: 7,0 Pu: 8,0 Pu: 8,9 


Wihrend — . | Wihrend der| 1... | Wabrend der 
4 Std. zer- —_—, Entfirbungs- Race aont Entfirbungs- 
setztes H, 0, “UMA zeit zersetates ANEEON!' zeit zersetztes 
in mg non. Hy, O» in mg arr H, O» in mg 








Eisensalz Entfar- 
bungszeit 
in Min. 


FeCl,.... || > 240 1,87 240 1,73 ; 2,04 
FeCl,.... | > 240 0,90 -240 > 0,95 1,29 
FeSO, .. 220 2,25 1 1,46 2,38 
Fe, (SO,); 240 12 2,48 1,39 


Aus Tabelle VII geht hervor, daB die reduzierende Wirkung des 
Wasserstoffperoxyds auch durch anorganische Eisensalze beférdert 
wird. Die Beschleunigung durch Ferrosalze ist gréBer als die durch 
Ferrisalze; die gréB8te Wirksamkeit hat Ferrosulfat. Die Reduktion 
des Methylenblaus erfolgt, wie bei den Versuchen mit Hamatin gefunden 
wurde, bei alkalischer Reaktion bedeutend kraftiger als bei neutraler. 
Es ist bemerkenswert, daB auch bei der Methylenblaureduktion durch 
die katalytische Wirkung der anorganischen Eisenverbindungen zwischen 
der Entfairbungszeit und der zersetzten Hydroperoxydmenge keine 
Proportionalitat besteht. 

Ein anderes fiir den Organismus wichtiges Schwermetall ist Kupfer, 
welches ebenfalls ein starkes hydroperoxydzersetzendes Vermégen 
besitzt. Es ist daher von Interesse zu untersuchen, ob die Kupfersalze 
auf die Methylenblauentfirbung durch Wasserstoffperoxyd beschleu- 
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nigend wirken. Bei den Versuchen mit Kupferverbindungen ist, wie |e) 
den Kisensalzen, fiir die Berechnung der zersetzten Hydroperoxydme iy; 
eine Korrektur unentbehrlich. Dabei mu8 auch fiir die Bestimmiy: 
der Entfarbungszeit die Farbe des Kupfers beriicksichtigt werden. 


Tabelle VIII. 
Rohr enthalt: 1 cem m/10 Cu-Salz + 2 cem Puffer + 0,1 eem Mb 


H,O,. 





Pu: 7,0 Pr: 8,0 Pr: 8,0 
Cu-Salz Dok tie. Wahrend nt fir. Wihrend ant fit r. Wahrend 
u-Salz Entfair 4 Std. ser- Entfar 4 Std. xer- Entfir 4 Std. 2 


so It’ setates Hy O» neneeet setztes Hy O» yg setates H, 0 
perry in mg ene in mg s in mg 


CuSO, > 1,82 > 240 2,02 ~ 240 
Cu(CH;COO), > 240 1,95 ~ 240! 2,96 > 240 


Wie aus Tabelle VIII ersichtlich, besitzt das Kupfer trotz seiner 
groBen hydroperoxydspaltenden Fahigkeit ein sehr geringes oder kein 
reduktionsbeschleunigendes Vermdégen. 

In einer friiheren Abhandlung wurde berichtet, daB Zink in lebenden 
Organismen bei der Hydroperoxydbildung eine wichtige Rolle spielt (3) 
Wir haben hier Reduktionsversuche mit Sulfat, Nitrat, Carbonat und 
Chlorid des Zinks sowie mit dem Zinksalz von Hamatoporphyrin 
durchgefiihrt. 

Tabelle IX. 





anes Ges Dales Entfiir- | Wihrend 4 Sta 


gpy RE. t sit | zersetztes H. 0 
Zn-Himatopor- NaOH Mb Hy O2 der Lisung i sess ~~ si, 


phyrin in mg in ecm in ccm in ecm 





. . 
to bo bo be 


ts oe 0,17 
of oe 0,17 
G5 or Sa 0,17 
oo. eg 2 0,92 


0,1 0,02 | 

0,2 0,04 
0,02 
0,04 


oso 


Da®B das Zn-Hamatoporphyrin auf die Zersetzung und Reduktions- 
wirkung des Wasserstoffperoxyds nicht beschleunigend, vielmehr etwas 
hemmend wirkt, ist aus den Versuchen in Tabelle [X ersichtlich. Di: 
anderen Zinksalze wurden in einer Pufferlésung von pu 7,0, 8,0 und 5.9 
gelést und die Versuche in ahnlicher Weise wie bei den Kupfersalze1 
angestellt. Dabei ergab sich, daB auch diese Salze auf die Hydro. 
peroxydspaltung sowie auf die Meth ylenblauentfarbung keine beférdernde 
Wirkung ausiiben. 

Es besteht die Méglichkeit, daB unter den oben erwahnten Versuclis- 
bedingungen eine Entfarbung durch oxydative Zerst6rung des Methvlen 
blaus hervorgerufen wird. Wahrscheinlich findet in der Eisen und 





Wa 
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rohr 
steh 
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Wasserstoffperoxyd enthaltenden Lésung sowohl eine Reduktion als 
wich eine Zersetzung des Farbstoffs statt. DaB die Entfarbung nicht 
yur auf die Methylenblauzerst6érung zuriickzufiihren ist, ist aus den 
foleenden Versuchen ersichtlich: Wenn zu einer Mischung von 1 ccm 
Chloroform, 2cem Pufferlésung von py 8,9, 1 ccm m_ 10 Ferrosulfat 


und 2cem Methylenblaulésung | cem Hydroperoxydlésung zugesetzt 
und hierauf sorgfaltig geschiittelt wird, so erfolgt innerhalb einiger 
Sekunden eine Entfarbung. Wird das die Mischung enthaltende Probe- 
réhrchen sofort nach der Entfairbung kraftiger geschiittelt und dann 
stehengelassen, so findet allmahlich eine Blaufairbung statt. Wenn 
dabei aber ein zu groBber UberschuB Wasserstoffperoxyd hinzugefiigt 
wird, oder wenn das Durchmischen der wasserigen Lésung mit Chloro- 
form zu spat ausgefiihrt wird, so erfolgt keine Farbung mehr: in diesem 
Falle ist das Methylenblau oxydativ zerstért. Chloroform schiitzt den 
Farbstoff vor der oxydativen Zersetzung durch Wasserstoffperoxyd 
und Kisensalze. Es bleibt noch unentschieden, ob unter dem Zusammen- 
wirken von Eisen und Hydroperoxyd eine Zerst6érung von Methylenblau 
ausschlieBlich nach der Reduktion desselben stattfindet oder ob diese 
heiden Vorgange gleichzeitig parallel! verlaufen. Es scheint jedoch, daB 
fir eine kraftige Methvlenblaureduktion besonders naszierender Wasser- 
stoff notwendig ist: denn wenn zu einem Gemisch von Chloroform, 
Puffer, Ferrosulfat und Wasserstoffperoxvd Methylenblau zugesetzt 
wird, so erfolgt die Entfarbung nur sehr langsam. Aus diesen Versuchen 
geht hervor, daB Eisen tatsachlich die Reduktion von Methylenblau 
durch Wasserstoffperoxyd beschleunigt (obwoh] dabei auch eine oxy- 
dative Zersetzung desselben eintritt.) 

Der Mechanismus der katalytischen Zersetzung des Wasserstoff- 
peroxyds ist Gegenstand zahlreicher Untersuchungen gewesen (4, 5, 6, 7). 
Z. B. ist nach Wieland die Katalyse des Wasserstoffperoxyds als Reaktion 
erster Ordnung aufzufassen, die aber in zwei Phasen verlauft (6): 


HOOH -0:0 + 2H, (1) 

HOOH ~ 2H->2H,0. (IL) 
Dabei bewirken die Katalysatoren nur eine Beférderung der Dehy- 
drierung des Hydroperoxydmolekiils. 


Keilin und Hartree nehmen an, daB bei dem Zersetzungsvorgang 
durch Katalase das Wasserstoffperoxyd als spezifisches reduzierendes 
Mittel fiir die Ferriform des Enzyms wirkt und da®B die Ferroform der 
Katalase durch Sauerstoff oxydiert wird (7): 

4Fe” +2H,0,—>4Fe +4H + 20,, (111) 


4Fe +4H + 0,—4Fe™ + 2H,0. (IV) 
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Bekanntlich wird eine Hydroperoxydzersetzung sowohl cure} 


Ferrosalze als auch durch Ferrisalze hervorgerufen. Nach den obigey 


Untersuchungen bewirkt zwei- sowie dreiwertiges Eisen auch eine Be 
schleunigung der Reduktionswirkung des Wasserstoffperoxyds.  \\j; 
sind der Meinung, daB eine solche Beschleunigung des Reduktions 


vorganges auf eine Aktivierung von vielleicht nach den oben angefiihrtey 
Formulierungen frei gewordenem Wasserstoff durch Eisen zuriick. 


zufiihren ist. 
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Reversible Abspaltung des zweiten Metalles 
der alkalischen Phosphatase. II. 
Von 
R. Cloetens. 
Aus dem Laboratorium der Klinik fiir kleine Haustiere der Universitat Gent ). 
(Eingegangen am 7, Marz 1941.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Untersuchung der Beeinflussung der Aktivitat der alkalischen 
Phosphatasen [ und II durch Metallionen und komplexbildende Anionen 
fihrte uns zu der Annahme, daB diese Phosphatasen im Molekiil zwei 
verschiedene Metallatome enthalten; die metallbindenden Gruppen 
wurden als G, und Gy bezeichnet. AuBerdem wurde nachgewiesen, dab 
gewisse Metallionen durch Bindung an eine von G, und Gy verschiedene 
Gruppe G, eine Herabsetzung der Aktivitat verursachen (1). Das 
Molekiil einer alkalischen Phosphatase kann man sich demnach folgender- 

—— G, —M, 
maBen vorstellen : E| ee — My. E ist der EiweiBanteil des Enzyms. 
"3 

In dieser Arbeit betrachten wir nur die alkalische Phosphatase I 
Nierenphosphatase nach Albers). 

Wir haben friiher gezeigt, daB es durch Dialyse und Aufbewahrung 
in verdiinnter Na HCO,-Lésung gelingt, eines der Metalle, M,, reversibel 
von G, abzutrennen, wobei die Phosphatase ihre Aktivitat (mindestens 
zu 98%) einbiiBt (2). Als M, kénnen auftreten: Ca, Mg, Mn, Co, Ni. 

Es ist uns nunmehr gelungen, M, abzuspalten, und zwar durch 
Dialyse des Enzyms gegen eine 10-* mol. KCN-Lésung von pu 9.0. 

Spaltung des Enzyms. 6 Tage Dialyse im Eisschrank gegen 10-7 mol. 
KCN—5 - 10-3 mol. Na HCO,—HCl von pu 9. Hierauf 4 Tage Dialyse 
gegen 5- 10-3 mol. NaHCO. 

Kontrolle. AuBenfliissigkeit von gleichem px, in der KCN durch 
KCl und HCI durch die erforderliche Menge NaOH ersetzt war. 

Eine geringe Menge des gespaltenen Enzyms wurde zu _ einer 
Na, CO, —Na —Veronal —H Cl-Pufferlésung von py 9,4 gegeben. Nach 
bestimmter Zeit (Synthesezeit mit M,) erfolgte die Zugabe von MgSO, 
(Endkonzentration 10-? mol.) und nach 30 Sekunden Synthese mit 
Mg die Zugabe des Substrats (10-? mol. Na-8-Glycerophosphat). Beendi- 
gung der Hydrolvse nach 2 Minuten durch Zusatz von Trichloressigsaure. 
Die Spaltungen sind in der Tabelle I in y P pro ccm angegeben. 











R. Cloetens: 


Tabelle I. 





Synthesezeit Gespaltenes Enzym Kontrolle 
mit M, y Piecm y P/ecm 
0 13,60 
30 Sek. y 13,60 
1 Min. 13,60 
iD: é ‘ 14,65 

Wird zu dem mit KCN vorbehandelten Enzym das Mg unmitte| ha) 
zugegeben, so wird praktisch keine Aktivitaét beobachtet. Wird das 
Enzym vor der Zugabe des Mg einige Zeit in der Pufferlésung auf 
hewahrt, so erfolgt eine Synthese mit dem in geringer Menge vorhandenen 
M,. In Anwesenheit von Mg wird diese Synthese dadurch stark ver 
zogert, daB auch das Mg eine gewisse Affinitat fiir G. besitzt. 

Eine Reihe von Metallionen wurde jetzt in der Weise gepriift, da{i 
wir 0,50 ccm einer 10-° mol. Lésung dieser Salze vor dem Zusatz des My 
30 Sekunden bzw. 15 Minuten auf das gespaltene Enzym einwirken 
lieBen. Folgende Metalle wurden untersucht: Cu, Be, Ca, Sr, Mg, Zn 
Cd, Hg, La, Sm, Al, Ti, Th, Sn, Pb, V, Cr, U, Mn, Fe, Co, Ni. 

Kinige dieser Metalle, wie Ca und Sr, wurden durch das im Puffer 
anwesende M, vollstandig vom Enzym verdraingt. Andere, wie (id 
und Mn, verdraingten wiederum M, vollstandig und lieferten durchaus 
inaktive Komplexe. Andere verdringten M. nur zum Teil. Aktiv 
Verbindungen lieferten nur Zn, Cound Hg. Mit Zn wurden bei py {4 
etwa 70° der Aktivitat der Kontrolle erhalten, mit Cound Hg etwa 30) ° 

Wir haben ferner die Aktivitaéts-py-Kurven der resynthetisierten 
Mg —G,—Zn—G,-Phosphatase und Mg —G,—Co—Gy,-Phosphatase bei 
der Substratkonzentration 10-2 mol. bestimmt. Die Kurve der Zn- 
Phosphatase fallt mit der Aktivitats-py-Kurve der ungespaltenen 
Phosphatase (2) vollkommen zusammen, wahrend die Kurve de! 
Co-Phosphatase viel flacher verliuft. 

Die Hemmungen durch komplexbildende Anionen wurden bestimmt 
unter den fiir die ungespaltene Phosphatase friiher (1) angegebenen 
Bedingungen. Die Ubereinstimmung zwischen der synthetischen 
Zn-Phosphatase und der ungespaltenen Phosphatase war wiederum 
vollkommen, wahrend zwischen der Co- Phosphatase und der ungespalt« 
nen Phosphatase mit einigen Anionen (Sulfid, Phenanthrolin, Diathy! 
dithiocarbamat) merkliche quantitative Unterschiede auftraten. 

Wir kénnen daher wohl als feststehend betrachten, daB die alkaliscli 
Phosphatase LI] eine Zn —G.-Phosphatase ist. 


Zn wurde auch neben Cu, Mn, Mg und Fe in einem Phosphatas 


praparat nach Albers durch Massart und Vandendriessche (3) spektro 


graphisch nachgewiesen. 
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Die Abb. 1 zeigt die Anderung der Aktivitaét, wenn verschiedene 
Mengen Zn an das gespaltene Enzym gebunden werden. Zu einer bestimm- 
ten Menge des Enzyms in einer geringen Menge Pufferlésung (px 9,4) 
wurden wechselnde Mengen Zn SO, gegeben. Nach 20 Minuten Synthese 
bei 38° erfolgte der Zusatz einer bestimmten Menge dieses Enzyms zur 
My-haltigen Hydrolysenfliissigkeit. Nach 380 Sekunden wurde das 
Substrat zugesetzt. Hydrolyse: 2 Minuten. 

Aus der Abb. 1 geht hervor, 
dai die Aktivitat der fiir die Syn- : 
these verwendeten Zn-Menge bis 
mur Sattigung proportional ist. 
Die angegebenen Zn-Mengen und 
die Aktivitaten entsprechen einer 
25yN enthaltenden Enzymmenge. 

Die alkalische Phosphatase IT 
enthalt also im Molekiil zwei ver- 
schiedene, fiir die Aktivitat wesent- 
liche Metallatome. Folgende Auf- 
fassung iiber den Mechanismus 
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abgespa/tener Phosphor 
ss 











der Substrataktivierung durch die Gilt h04 G06 4.08 
alkalischen Phosphatasen (vielleicht 20m InS0, 


auch durch andere Phosphatasen Abb. 1. Abhangigkeit der Aktivitat von 
und Esterasen) ware wohl naher zu oe ee ng a 
pritfen: die Auflockerung der Ester- , 

bindung wird verursacht durch die Bindung von zwei Stellen des Sub- 
strats, der Alkohol- und der Saurekomponente entsprechend, an die 


zwei Metallatome des Enzyms. 
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Uber die Beziehungen der Qualitiit 
des Nahrungseiweifes und der von ihr unterhaltenen 
Oxydationslage zum Leberglykogengehalt *. 
Von 
Theodor Huehtemann. 
(Aus den Seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an ( 
Universitat in Berlin.) 


(Eingegangen am 21, Januar 1941.) 


Die Arbeiten von Bickel (1) und seinen Schiilern haben gezeigt, da{; 
im Rahmen einer bestimmten gemischten Diat mit geniigendem Kalorien 
Vitamin- und Mineralstoffgehalt sich in Abhangigkeit von der Quantitiit 
(N x 6,25) und Qualitat des NahrungseiweiBes eine bestimmte Oxyda 
tionslage im Zwischenstoffwechsel und ein bestimmter Glykogengeha|t 
der Leber einstellt, ohne daB etwa im letzteren Falle beim Zustand 
kommen des Phanomens das NahrungseiweiB als Bausteinlieferant fii 
das Glykogen eine besondere Rolle spielt. Bei diesen Versuchen wurde 
die Oxydationslage durch Ermittlung der Harnquotienten C:N und 
Vakat-O: N erschlossen. Der Leberglykogengehalt wurde immer dure! 
die Gemeinschaftsanalyse der Lebern von Gruppen weifer Ratten fest 
gestellt. In beiden Fallen, sowohl bei der Ausbildung einer bestimmten 
Oxydationslage, als auch bei der Einstellung des Leberglykogengehalts 
auf ein bestimmtes Niveau handelt es sich um dynamisch-regulatorische 
Dauerwirkungen des jeweils zur Resorption gelangenden Eiweili 
derivatgemisches, besonders seiner Aminosduren. Die Motivierung de: 
Richtigkeit dieser Deutung der Geschehnisse erhellt aus zahlreichen 
Arbeiten aus dem Bickelschen Laboratorium (1) (7) (3), auf die hier 
naiher einzugehen sich eriibrigt. Uns interessiert ausschlieBlich dic 
Qualitat des Nahrungseiweibes. 

Wenn man die beschriebenen Erscheinungen an den diesbeziiglichen 
Wirkungen des Caseins miBbt, dann gibt es EiweiBarten, die Har 


quotientenwerte einregulieren, die den vom Casein unterhaltenen ent- 
sprechen, oder die im Vergleich zu diesen, allerdings nur in vereinzelten 


Fallen, niedriger, oder, was oft vorkommt, héher sind. Genau so ver}iilt 
es sich mit dem Leberglykogengehalt. 


Bei einer vergleichsweisen Betrachtung der diesbeziiglichen regu! 
torischen Wirkungen auf Oxydationslage und Leberglykogengehalt eine! 
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Qualitat des NahrungseiweiBes und Leberglykogengehalt usw. 4] 


gréberen Zahl von reinen Eiweifstoffen und eiweibhaltigen Nahrungs- 
mitteln war es, worauf Bickel (1) auf Grund der von ihm geschaffenen 
[fabellen in seiner eingangs erwahnten Monographie hinwies, auffallend, 
daB in der Regel diejenigen reinen EiweiBstoffe und eiweibhaltigen 
Nahrungsmittel, die unter obengenannten Versuchsvoraussetzungen 
mit niedrigen, der Caseinwirkung entsprechenden Harnquotienten ver- 
yesellschaftet sind, auch einen niedrigen Leberglykogengehalt einregu- 
lieren, wahrend die mit hohen Harnquotientenwerten verbundenen 
EiweiBarten gewohnlich einen hohen Leberglykogengehalt einsteuern. 
Bickel hat aber andererseits zugleich mit dieser Feststellung die Ein- 
schrankung gemacht, daB von diesem Parallelismus zwischen Oxydations- 
lage und Leberglykogenwert nach seinen bisherigen Beobachtungen der 
‘eis und die SiiBlupine eine Ausnahme machen. Er schreibt auf 8. 70 
jer erwahnten Monographie (1): ,,lm Vergleich zum Casein ist der Reis 
mit derselben niedrigen Harnquotientenlage verkoppelt, er verhalt sich 
iber in bezug auf die Beeinflussung des Leberglykogengehalts etwas 
inders als das Casein, indem er ihn leicht steigert. Die Sii®lupine 
lagegen bedingt im Vergleich zum Casein fiir Vakat-O : N vielleicht eine 
etwas erhéhte Lage, unterhalt aber denselben niedrigen Leberglykogen- 
bestand, wie das Casein es tut.” 

In einer kiirzlich erschienenen Arbeit von Fliigge (4) aus dem 
hiesigen Laboratorium wird nun eindeutig nachgewiesen, da das 
KiweiB im Reis beim Zustandekommen dieser Wirkungen beteiligt ist. 

Niedrige Werte der Harnquotienten zeigen eine gute Oxydations- 
lage im Zwischenstoffwechsel an: die Verbrennungen werden geférdert. 
vorziiglich ist durch ihre Qualitat die energetische Ausnutzung des 
vesamten zur Verbrennung gelangenden Materials vervollkommnet. 
Andererseits lassen sich bei korrespondierenden Versuchen mit reinen 
Aminosauren oder ihren Gemischen nicht nur Anderungen an den Harn- 
quotienten, sondern auch Anderungen am Grundumsatz nachweisen. 
letzteres wurde neuerdings von Oehme (5) beobachtet. Es umschlieBt also 
die Oxydationsregulation durch die Qualitat der NahrungseiweiBderivate 
uch die quantitativen Verhaltnisse beim Luftsauerstoffverbrauch. 
Wenn nun solche EiweiBarten, die die Verbrennungen durch die Art 
ihrer regulatorischen Wirkung forderten, gleichzeitig den Leberglykogen- 
yehalt niedrig hielten, lag der Gedanke nahe, da solches deshalb der 
Fall sein kénnte, weil eine allgemeine Umsatzforderung auch das Glyko- 
yen nicht unberiihrt lieBe, daB also in solchem Falle der niedrige Leber- 
ylykogengehalt nicht die unmittelbare Folge des steuernden Eingreifens 


spezifisch qualifizierter Eiweifiderivatgemische in den Prozef der 
Glykogenbildung bzw. Stapelung in der Leber ware, sondern mittelbar 
uf dem Umweg iiber die allgemeine oxydative Umsatzférderung 
herbeigefiihrt wiirde. 











Th. Huchtemann: 


Einer derartigen Deutung des Phanomens widersprach aller ings 
das eigentiimliche Verhalten des Reiseiweibes, weil hier eine niedrigy 
Harnquotientenlage mit einem hohen Leberglykogenwert verbunden wa: 

An diese Ausnahme von der Regel kniipft meine vorliegende Unter 
suchung an, die ich auf Veranlassung von Professor Bickel vornahm 
Die Beantwortung der aufgeworfenen Frage konnte auf folgende Weis 
experimentell gefunden werden. 

Bickel (6) hatte unter anderem festgestellt, daB bei totalem ode 
partiellem Ersatz eines NahrungseiweiBes, mit dem eine hohe Harn 
quotientenlage verbunden ist, durch ein anderes, an das niedrige Har) 
quotientenwerte gekoppelt sind, sich der Stoffwechsel nur allmahlic| 
auf diejenige Harnquotientenlage einstellt, die fiir die neue Nahriungs 
eiweiBmischung charakteristisch ist. In solchem Falle erniedrigen sic 
die Werte der Harnquotienten. Bei einem Zweidrittelersatz des erst 
genannten Eiweifes durch das letztgenannte sind die definitiven Harn 
quotientenwerte so niedrig, als ob das mit den niedrigen Harnquotienten 
werten verkniipfte EiweiB allein das NahrungseiweiB bildete. Die Zeit 
die vom Beginn der NahrungseiweiBmischung bis zum Eintritt der 
definitiven Lage der Harnquotienten verstreicht, nannte Bickel (6) das 
.. Ubergangsstadium. Der Charakter und die Dauer dieses Ubergangs 
stadiums wird nun in wesentlicher Weise durch die Art, d.h. durch dis 
molekulare Beschaffenheit der gemischten Eiweife bestimmt. |; 
Abhangigkeit davon verlauft das Ubergangsstadium bei dem Beispic! 
von dem wir ausgingen, nicht immer im Sinne einer ununterbrochene: 
progressiven Senkung, sondern gelegentlich schieben sich voriiber 
yehende Erhéhungen oder Erniedrigungen der Harnquotientenwert: 
ein, die die hohen Ausgangswerte iibertreffen bzw. die definitive: 
niedrigen Endwerte unterbieten kénnen. 

Unter allen bisherigen Beobachtungen nimmt den weitaus merk 
wiirdigsten Verlauf das Ubergangsstadium, wenn man von dem mit 
hoher Harnquotientenlage verkniipften Tuberin der Kartoffel bzw. de: 
Kartoffel selbst [A. Bickel und A. Parlow (7)| ausgeht und dann einen 
Zweidrittelersatz des KartoffeleiweiBes durch Lactalbumin in N-aquimo 


° . ° ° 
laren Mengen vornimmt. Das Ubergangsstadium kann in solchen 
Falle bis zu 3 Wochen dauern. In der ersten Woche steigen die Harn 
quotientenwerte stark an, fallen danach steil ab und erreichen zégernd 


einen Tiefstand, wie er dem Lactalbumin als alleinigem Nahrungs-\ 
Trager in der gemischten Versuchsnahrung entspricht, das in diese! 
Hinsicht mit dem Casein konform geht. Bisher ist dieser Versuch 1! 
verschiedenen Jahren an drei verschiedenen Gruppen von zehn weilic! 
Ratten mit prinzipiell dem gleichen Ergebnis durchgefiihrt worden 
Bei diesen drei Versuchen war das erforderliche Lactalbumin aus einen 
Vorrat dieses EiweiBes entnommen worden, der in der Form eines 
trockenen weiBben Pulvers ad hoc fiir den genannten Zweck von ‘eu 
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Laboratoriumschef der Meierei Bolle in Berlin hergestellt worden war. 
Dieses Lactalbumin enthielt in 1 g 0.10135 g N. Fiir meine Versuche 
wurde ein Lactalbumin gleicher physikalischer Eigenschaften von dem 
Laboratoriumschef der Molkerei Naake wu. Co. in Dresden ad hoe her- 
yestellt; es enthielt in 1 g 0,12310 g N. Um es gleich vorwegzunehmen, 
das Ergebnis der Versuche war prinzipiell dasselbe, einerlei mit welchem 
Lactalbumin der Versuch durchgefiihrt wurde. Es ergibt sich daraus 
die Allgemeingiiltigkeit der Versuchsergebnisse fiir Lactalbumin 
schlechthin. 


Bei dem Verlauf aller dieser Mischungsversuche von Kartoffel mit 

Lactalbumin war auffallend, welche Héhe die Harnquotienten voriiber- 
‘ , ¥ . ” 

yehend gerade in der ersten Woche des Ubergangsstadiums erreichen 


konnten. Das war nur méglich, wenn im Harn auf ein Teil N eine ganz 
ungewohnlich groBe Menge N-freier organischer Substanz ausgeschieden 
wurde. Da mit der Steigerung der Quotienten C:N und Vakat-O:N 
auch der Quotient Vakat-O : Cin die Hohe ging, muBte sich der Charakter 
der gelésten N-freien organischen Harnsubstanz in dem Sinne geandert 
haben, daB sie an Wasserstoff reicher wurde, weil mit dem Vakat-O- 
Wert des Harns neben dem Harn-C auch der in der organischen Harn- 
substanz eingeschlossene Wasserstoff erfaBt wird und auBer Kohlenstoff, 
Wasserstoff und Sauerstoff andere Elemente, vom Stickstoff abgesehen, 
der hier auBer Betracht bleiben kann, kaum eine nennenswerte Rolle 
beim Aufbau der organischen Harnsubstanz spielen. 

Da schon ein namhafter Teil der gelésten organischen oder dys- 
oxydablen Harnsubstanz bei der tiblichen Zusammensetzung des Harns 
in der Norm unbekannt ist und darum als die ,,unbekannte** Quote 
dieser Substanz bezeichnet wird, konnte in dem uns hier interessierenden 
Sonderfalle ebenfalls keine niher zu begriindende Vermutung iiber den 
Charakter der hier vorliegenden unbekannten Harnsubstanz aus- 
yesprochen werden. Insonderheit hatte auch die Untersuchung der 
Harne auf EiweiB, reduzierenden Zucker, wie auch auf Polysaccharide 
ein negatives Ergebnis. 

Bei den im hiesigen Laboratorium friiher ausgefiihrten Mischungs- 
versuchen mit Kartoffel und Lactalbumin an drei Zehnergruppen weiber 
fatten waren im Ubergangsstadium als héchste Werte der Harn- 
quotienten an einem Tage folgende beobachtet worden {[zit. nach 


Bickel (1) und den Arbeiten von Rossner und Fritze|: 


Tabelle I. 





Tag des Uber- 
gangsstadiums 


Jahr 
des Versuchs 


Autor I:N Vakat-O :N 
1935 Rossner 2,8: 6,16 
1936 Fritze 6,25 12,89 
1937 Fritze 2, 5,89 














44 Th. Huchtemann: 


In meinen eigenen drei Versuchen, die nebeneinander zur gleichey 
Zeit an drei Gruppen von je fiinf weiBen Ratten durchgefiihrt wurdey 
kamen am sechsten Tage des Ubergangsstadiums die héchsten Quotien. 
tenwerte zur Beobachtung, wie es die Tabelle IT zeigt : 


Tabelle II. 





Jahr ; e™ — ee Tag des Uber- 
des Versuchs Autor ‘ Vakat-O : N gangsstaditrnis 


1940 Huchtemann ii ae 28,59 
1940 Ae 11,79 28,33 
1940 5 10,45 31,35 


Man sieht: das Ergebnis der drei in Tabelle I registrierten Versuche 
ist prinzipiell dasselbe, wie dasjenige der drei in Tabelle I] zusammen. 
gefaBten Versuche. Zwischen dem vierten und siebenten Tage des Uber 
gangsstadiums stellten sich ganz ungewoéhnlich hohe Harnquotienten 
werte ein, die in meinen eigenen Versuchen (Tabelle IL) geradezu ein 
phantastisches Ma8 erreichten. Warum in meinen Versuchen die Quo. 
tienten die Héchstwerte bei den friiheren Versuchen noch so hoch. 
gradig iiberboten, vermag ich nicht anzugeben. Da mein Lactalbumin, 
das ein fast geschmackloses, feinkérniges weibes Pulver mit einem 
Anflug gelblicher Ténung war, einen etwas héheren N-Gehalt hatte als 
das bei den friiheren Versuchen verwandte, diirfte es wahrscheinlich das 
reinere Praparat gewesen sein. Die Herstellung meines Lactalbumins 
war folgende: 

Das Ausgangsmaterial war ein Gemisch von 50°, Magermilch und 
50°, Buttermilch und wurde unter Zusatz von Milchsdurekulturen 
Cremoris und Lactis (2 Liter dieser Kulturenfliissigkeit auf 100 Liter 
Material) und leem Lab (1: 10000) auf 100 Liter des Materials bei 
einer Temperatur von 22°C innerhalb von 18 Stunden ausgelabt. Nach 
der Trennung des Quarks von der Molke wurde letztere ohne irgend- 
welche Zusatze auf 97° C erhitzt, um das Molkeneiweif zur Koagulation 
zu bringen. Nach Absaugen der iiberstehenden Fliissigkeit wurde das 
Koagulum in Sacke verbracht, aus denen die restierende Fliissigkeit 
abtropfte. Alsdann fand die Trocknung des Molkeneiweibes unte! 
Ausbreiten desselben auf Pergamentpapier im Trockenschrank bei 40)" ( 
statt. Wahrend des Trocknungsvorganges wurde das Material stiindlich 
aus dem Trockenschrank herausgenommen, im Morser zerrieben und 
dann wieder in den Trockenschrank verbracht, bis man ein vollig 
trockenes, feinkérniges Pulver hatte. 

Die Methode der Darstellung des Lactalbumins gibt keinen Anha|ts- 
punkt dafiir, daB sich etwa aus ihr das Ergebnis meiner Tierversuche 
herleiten lieBe. Letzten Endes ist es ja auch nicht das native Lact. 
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albumin, das die Stoffwechselwirkung auslést, sondern es ist die Mischung 
seincr resorptionsfahigen Derivate mit denjenigen des Tuberins, welche 
die Wirkung erzeugt. Das muB aus dem Grunde der Fall sein, weil bei 
im ubrigen gleicher Versuchsanordnung, jedoch mit Anwendung des mit 
jbniich hohen Quotienten, wie sie fiir die Kartoffel gelten, verbundenen 
Hafermehles an Stelle der Kartoffel durch die Mischung mit dem 
Lactalbumin einer Fabrikationscharge, das mit der Kartoffel die 
stiirmische Quotientenerhebung im Ubergangsstadium auslést, mit 
jenem, dem Hafermehl, nur eine rasche, progressive Senkung im Uber- 
gangsstadium auftritt. Zwei solcher Versuche mit Hafermehl und 
Lactalbumin an je zehn weiben Ratten hat in den Jahren 1936 und 1937 
Klein (8) im hiesigen Laboratorium gemacht. Das Lactalbumin bei 
den Kleinschen Versuchen war demselben Vorrat entnommen, wie bei 
den Versuchen von Rossner un? Yritze. 

Ich glaube nicht, daB jemals im medizinischen Schrifttum bei 
einem Omnivoren, wie es die Ratte ist, hGhere Quotientenwerte unter 
physiologischen oder pathologischen Bedingungen im aglucosurischen 
Harn beobachtet worden sind, als bei diesen Mischungsversuchen mit 
Kartoffel und Lactalbumin. Angesichts solcher Erfahrungen legt man 
sich immer wieder verwundert die Frage vor, wie es kommt, daB die 
physiologische Chemie bis heute noch nicht vermocht hat, die unbe- 
kannte, dysoxydable Harnsubstanz analytisch aufzuteilen und ihre 
Komponenten genau zu definieren. Bei der einzigartigen Bedeutung, 
die eine genaue Kenntnis der Zusammensetzung des Harns nicht nur 
unter den verschiedenen physiologischen Bedingungen, sondern auch 
unter pathologischen Verhaltnissen hat, sollte man denken, daB die 
physiologische Chemie kaum eine dringlichere Aufgabe hatte, als auf 
diesem Gebiet Klarheit zu schaffen. 

GewiB, sehr auffallend ist, daB bei gleicher Versuchsanordnung so 
groBe Schwankungen in den absoluten Werten fiir die Quotienten auf- 
treten kénnen Bei meinen gleichzeitig angestellten drei Versuchen der 
Tabelie IL liegen die Héchstwerte fiir die Quotienten in allen Versuchen 
sehr nahe beieinander. Bei den drei zu verschiedenen Zeiten angestellten 
Versuchen der Tabelle I stimmen im Ergebnis die Versuche aus den 
Jahren 1935 und 1937 ziemlich gut iiberein, aber der Versuch aus dem 
Jahre 1936 fallt aus dieser Reihe mit seinen sehr viel hGheren Quotienten 
heraus. Mit ihnen stellt er die Briicke von den Versuchen der Jahre 1935 
und 1937 zu meinen Versuchen im Jahre 1940 dar, bei denen die Quo- 
tienten noch tiber 100° héher als bei ihnen lagen. 

Diese starken Differenzen im Ausmaf der Quotientensteigerung 
bei verschiedenen Rattengruppen sind kaum anders erklarbar, als durch 
die Annahme, daB auch eine 5 oder 7 Tage wahrende Vorfiitterung mit 
Tuberin, wie sie in diesen Versuchen geiibt wurde — in den Versuchen 
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der Tabelle I wurde 7 Tage, in den Versuchen der Tabelle LI 5 ‘Tay; 
mit der Kartoffeldiat vorgefiittert, ehe man die Mischung mit Lac 
albumin vornahm noch nicht eine vollstandige Identitat des da. 
innere Kérpermilieu beherrschenden Gemisches an freien Aminosiitire), 
garantiert, obschon eine bestimmte hohe Quotientenlage in dieser Ze; 
bereits konstant eingehalten wird. Wir sehen ja auch, wie die gleich; 
Harnquotientenlage mit den Derivaten chemisch stark differente: 
KiweiBarten verkniipft sein kann. Die feineren Unterschiede in de 
Gemischen der freien Aminoséuren im inneren Kérpermilieu, die sic} 
so ohne weiteres an den Harnquotientenwerten noch nicht zeigen 
solange ein soleches Gemisch unbehelligt im Kérper waltet, kénnen sic! 
aber offenbaren, sobald durch Hinzutritt eines neuen Aminosiuren. 
gemisches eine Stérung in dem urspriinglichen Gemisch hervorgerufen 
wird. Da kann dann auch der Effekt einer definierten Stérung in 
Abhangigkeit von der bis dahin verborgen gebliebenen Feinstruktur 
des urspriinglichen Gemisches der freien Aminosauren verschieden stark 
sein, wenn plétzlich im Mischungsversuch durch die Mischung dic 
Stérung des urspriinglichen Zustandes herbeigefiihrt wird. Die Diffe- 
renzen in der Feinstruktur der Gemische bei gleicher 5 bis 7 Tage ein. 
gehaltener Kartoffeldiat leiten sich méglicherweise von unterschied. 
lichen Ernahrungsarten her, denen die einzelnen Versuchstiergruppen 
vor Eintritt in den Versuch unterworfen waren. Vielleicht gibt es noch 
andere Erklarungsméglichkeiten. Die hier angegebene scheint mir an 
plausibelsten und mit den experimentellen Erfahrungen am meisten 
iibereinzustimmen. Denn gerade am verschiedenen Verlauf des Uber- 
gangsstadiums bei korrespondierenden Mischungsversuchen konnte 
Bickel (9) z. B. auch nachweisen, daB natives Casein und ein Saure- 
hydrolysat desselben, obschon beide Substanzen, wenn jeweils eine 
alleiniger Nahrungs-N-Trager in der definierten Versuchsdiat war, die 
gleichen Harnquotientenwerte unterhielten, dennoch in den zur Resorp- 
tion gelangenden Aminosauren nicht véllig identisch waren. 

Bei einem Mischungsversuch, der von einer Kartoffeleiweilidiat 
ausging, und bei dem dann zwei Drittel des KartoffeleiweiBes durch 
Lactalbumin in N-Aquimolekularer Menge ersetzt wurden unter Wahrung 
des urspriinglichen Kaloriengehalts und der sonstigen wesentlichen 
Eigenschaften der Nahrung, war es nun méglich, bei gleicher Ernahrungs- 
weise zu verschiedenen Zeiten stark unterschiedliche Oxydationslagen 
im Zwischenstoffwechsel herbeizufiihren, und wahrend dieser unter. 
schiedlichen Oxydationslagen den Leberglykogengehalt zu untersuchen 

Bekannt war aus der diesbeziiglichen Tabelle von Bickel (1), dat 
dann, wenn die Kartoffel oder das reine Tuberin { Bickel und Parlow (7 
der Nahrungs-N-Trager in der definierten Versuchsdiat war, der Leber- 
glykogengehalt hohe Werte aufwies. Wenn nun nach vorgenommene! 
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\ischung des NahrungseiweiBes im Ubergangsstadium die Harn- 
quotienten anstiegen und spater allmahlich auf Werte sanken, die unter 
lenjenigen lagen, welche die erste Periode bedingte, als die Kartoffel 
Jleiniger Nahrungs-N-Trager war, dann konnte der Leberglykogen 
vehalt im Ubergangsstadium entweder mit der Bewegung der Harn- 
juotienten parallel gehen, oder er konnte ohne Riicksicht auf Harn- 


quotienten und Oxydationslage kontinuierlich dem niedrigen Werte 


justreben, den man als denjenigen Wert erwarten durfte, der von einem 
luberin-Lactalbumingemisch mit iiberwiegendem Gehalt an Lact- 
lbumin einreguliert wurde. Da® Lactalbumin als alleiniger Nahrungs- 
\.Trager in einer definierten Diat einen ebenso niedrigen Leberglykogen- 
vehalt einreguliert, wie eine N-aquimolekulare Menge von Casein unter 
entsprechenden Versuchsbedingungen hat kiirzlich Oballe im hiesigen 
laboratorium durch Versuche an Rattengruppen gezeigt. 

Lief die Kurve des Leberglykogengehalts parallel mit der Kurve 
ler Harnquotienten, so war die Oxydationslage im Zwischenstoffwechsel 
jas Entscheidende fiir die Gestaltung des Leberglykogengehalts, sank 
aber die Kurve des Leberglykogengehalts von dem hohen, durch das 
Tuberin unterhaltenen Wert progressiv zu dem _ niedrigen, durch 
lactalbumin unterhaltenen Werte ab, dann wurde die Einregulierung 
les Leberglykogengehalts durch die Art der Aminosaiurenmischung 
ohne Intervention der Oxydationslage herbeigefiihrt. 

Mein Versuch brachte die klare Entscheidung: das letztere traf zu, 
lie Einregulierung des Leberglykogengehalts ist eine unmittelbare 
Wirkung der Aminoséuren und hat mit der durch die Aminosauren 
hesorgten Steuerung der Oxydationen nichts zu tun. 


Experimenteller Teil. 


Zu meinen Versuchen dienten drei Gruppen von je zwoélf weiben 
Ratten. Jede Versuchstiergruppe wurde in einem Stoffwechselkafig 
untergebracht. Die Analysen wurden im 24stiindigen Sammelharn 
eder Gruppe gemacht. Der Harn war immer frei von Eiweif und 
reduzierendem Zucker. Nachdem die Tiere zu Versuchsbeginn 3 Tage 
nit der zustandigen Diat vorgefiittert waren, wurde mit den Analysen 
tegonnen. Im Harn wurde bestimmt: C nach der Mikromethode von 
Vicloux-Osuka (10), Vakat-O nach der Mikromethode von Miiller- 
Kanitz (11), N nach der Halbmikromethode von Kjeldahi. An_ be- 
timmten Tagen des Versuchs (7., 12., 15. und 32. Versuchstag) wurden 
ein Teil der Ratten 22 Stunden nach der letzten Futterdarreichung 
lurch Genickschlag getétet und die Lebern sofort der Glykogenanalyse 
nach Pfhiger- Bésl (12) zugefiihrt. Bei der Sektion der Tiere und der 
Herauslésung der Lebern, ihrer Remigung von anhaftendem Blute, 
rer Zerteilung durch einige Scherenschnitte, ihrer Uberfiihrung in 
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tarierte Kélbchen mit heiBer Kalilauge zur Gewichtsbestimmuny yj 
Auflésung wurde sehr schnell gearbeitet. Es wurden immer die Leber, 


mehrerer Tiere einer Gruppe analysiert. 


Tabelle III. Nahrung fiir 10 Tiere. 





Kartoffelflocken 130 g Li7gN 455 Kalorien 
Lebertran 9 ccm 

Tetravitol lecm 90 

Zucker 20 g 82 
Salzgemisch ............ 2g 

Wasser 600—700 cem 


1i?7gN 627 Kalorien 


Tabelle IV. Nahrung fiir 10 Tiere. 





Kartoffelflocken 40g 036g N | 140 Kalorien 
Kartoffelstarke 80 g 0,06 g N 260 
Lactalbumin 6,5 g 0,80 g N 27 
Tetravitol 1 com 

Lebertran 9 com 90 

Zucker 27g | 111 
Salzgemisch 


2g 
600—700 cem 





1,22¢ N | 628 Kalorien 


1g Kartoffelflocken = 0,009 g N ) Kartoffelflocken 
1g Lactalbumin = 0,1234g N| = Trockenkartoffel. 


Bei veranderter Tierzah] wurde die Nahrungsmenge entsprechend 
verandert. Der N-Gehalt beider Diaéten war 1,17 bis 1,22 ¢, der 
Kaloriengehalt der beiden Diaten 627 bis 628 Kal. und das mittlere An- 
fangsgewicht der Versuchstiere 168 bis 202 g. 

In den Tabellen V, VI und VII wurden die Harnquotienten durc! 
Division der Werte fiir den Sammelharn der jeweiligen Tiergrupy: 
gefunden. Es muBten aber dann der Anschaulichkeit halber die Wert: 
fiir C, Vakat-O und N fiir das einzelne Tier jeder Gruppe aus den 
Sammelharnwerten berechnet werden, weil in einzelnen Perioden di 
Tierzahl innerhalb der Gruppe wechselte und man aus den Werten fur 
den Sammelharn ohne Umrechnung auf das Einzeltier nicht ersehen 
hatte, was sich ereignete. Bei den fiir die Tabellen erforderlichen Ab- 
kiirzungen der Dezimalen dieser Werte fiir die Einzeltiere stimm 
daher die Quotientenzahl oft nicht genau mit den ihr zugehorigen 
Werten fiir C, Vakat-O und N bei den Einzeltieren iiberein. Z. 5 
lauteten am 12. Versuchstage bei der Gruppe I die Werte fiir den 
Sammelharn: C = 375mg; Vakat-O = 915mg; N= 32mg. ©: 

11,71; Vakat-O : N = 28,59. Bei fiinf Versuchstieren berechnen sic! 
fiir das Einzeltier die Werte folgendermaBen: C = 75 mg: Vakat-! 
183 mg; N= 6mg. C:N = 12,50; Vakat-O :N = 30,50. 





hend 
der 


B An- 


lurct 
"upp 
Verte 
S den 
n die 
on fiir 
sehen 
n Ab- 
immt 


jrigel 


TL SU h 
katt 


Qualitat 


des Nahrungseiweifes und Leber gly k« gengehalt usw 49 


Tabelle V. Gruppe L. 





—_ 
Mittleres 
Korper- 
gewicht 
je Tier 
g 


202 
192 
183 


Harn- 

menge Zahl : Harn- : ‘ : 

aller der Harn-C yakat-o Hatn-N ,, .N va ——- 
iere Tiere mg mg mg ; ; 

cem je Tier je Tier je Tier 


160 
170 
180 


Periodenmittelwerte : 


183 
178 
178 
172 
190 
190 
188 


300 ‘ : 3.05 
410 ¢ , 362 4,26 
420 ¢ 9: 2 4,38 
$40 : 8s $,94 
230 6 ) 11,71 
200 5 é 11,00 
250 f ¢ 7: 5 5.93 


Periodenmittelwerte : 232 2% 4.77 


180 


180 


178 
178 


180 2,85 


200 


150 
170 


4 
4 
4 
} 
4 
4 
i 


Periodenmittelwerte : 


178 
173 
170 


170 
170 


190 
180 


4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 


140 


Periodenmittelwerte : 


168 
168 
168 


150 4 
170 4 
180 4 


Periodenmittelwerte : 
Biochemische Zeitschrift Band 308, 
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Tabelle VI. Gruppe II. 
















































































Ver Mittleres Harn- \ 
os KOrper- menge Zahl : Harn- - ark 
—_ gew icht aller der Harn-( Vakat-O Harn-N C:N \ ~ -O Vakat t - 
je Tier Pier Tiere mg ing mg ‘ 
Nr g ecm je Tier je Tie je Tier i 
168 120 7 t 
5 167 160 1: 76 159 35 2.16 $.53 » d 
167 160 12 76 149 36 2.11 4,14 97 u 
Periodenmittel werte : 
7 
167 
161 ° 
lf 
1} 
156 240 5 222 533 19 11,79 28,38 = 2.40 I: 
13 156-200 5 126 279 149,00) 19,902.21 li 
152 170 5 130 301 236,65 «13,10 2,3! \é 
Periodenmittelwerte : 153 342 26 5,89 | 13,16 
15 158 120 85 173 38 2.24455 2 Ii 
lt 
160 180 1 
{ 
I! 
9 
165 130 2 
) 
165 160 2 
Periodenmittelwerte : 
165 130 2 
9 
163 180 9 
2 
5) 
2 
160 La0 2 
2 9 
163 Ld0 : 86 1,2% 2.06 1 bt 7 
Periodenmittelwerte : 82 124 51 1.61 2,43 
29 163 180 3 dd 105 50 1.10 2.10 2 
30 163 150 3 75 118 68 419 187°; 1, ; 
os : B 
31 163 130 3 44 88 16 1,02 191 Roll © 


Periodenmittelwerte : AG 104 53 1.11 1,96 
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Tabelle VII. 


Gruppe IIL. 





Harn- 
menge Zahl 
aller der 
Tiere 


Mittleres 

K orper- 
gewicht 
je Tier 


Harn-C 
Tiere mg 


4 com je Tier 


173 
169 
168 


190 
200) 


160 
Periodenmittelwerte : 


9 
210 
390 
310 
310 
210 
200 
120 


166 
160 
158 
156 
156 
156 
152 


Periodenmittelwerte : 


158 200 


163 160 


190 
160 


165 
165 


4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 


Periodenmittelwerte : 


150 
160 


165 4 
4 
160 4 
3 
3 
3 
3 


163 
163 


170 100 


Periodenmittelwerte : 
120 3 
130 

140 s 


167 
30 167 
31 167 


Periodenmittelwerte : 


Harn- 

Vakat-O Hi CEN 
mg 

je Tier je 


36 3,44 
4,36 
4,42 
5,54 
10,45 
9,70 


5.20 
5,23 
2,69 


2.65 


Vakat-O Vakat-O 
:N “¢ 


4,92 
1,82 
4,08 


4,59 


6,86 

8,45 
12,30 
14,55 
31,35 
19,65 
10,90 
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Tabelle VIIL. Glykogenbestimmungen. 
Am 7. Versuchstag wurden aus jeder Gruppe 3 Ratten getétet und <j, 
Lebern gruppenweise gemeinsam zur Glykogenbestimmung analysier 
3), KartoffeleiweiB. 
1. Gruppe 3 Ratten = 28,2 g frische Leber = 4,290°, Glykogentraubenzuck 
2. Gruppe 3 Ratten = 27,0 gfrische Leber = 4,077°, Glykogentraubenzucke: 
3. Gruppe 3 Ratten 21,0 g¢ frische Leber = 4,285°, 
Mittelwert:  4,217° 


Glykogentraubenzucke 


, Glykogentraubenzuck 


( 


> 


*/, Lactalbumin— !/; KartoffeleiweiB. 

Am 12. Versuchstag wurden aus jeder Gruppe 4 Ratten getétet und die 
Lebern gruppenweise zwecks Glykogenbestimmung gemeinsam analysiert 
1. Gruppe 4 Ratten = 29,5 g frische Leber = 3,488°, Glykogentraubenzucke: 
2. Gruppe 4 Ratten = 31,0 g frische Leber = 3,548°, Glykogentraubenzucke: 
3. Gruppe 4 Ratten = 34,3 g frische Leber = 3,411°, Glykogentraubenzucke: 


Mittelwert: 3,482°, Glykogentraubenzucke: 


Am 15. Versuchstag wurde aus jeder Gruppe | Ratte getétet und die 
Lebern dieser 3 Tiere gemeinsam zwecks Glykogenbestimmung analysiert 
3 Ratten = 21,7 g frische Leber = 3,778°, Glykogentraubenzucke1 
Am 32. Versuchstag wurden die restlichen Ratten jeder Gruppe getétet 
und die Lebern gruppenweise gemeinsam analysiert. 
|. Gruppe 4 Ratten = 32,5 g frische Leber = 3,384°, Glykogentraubenzucke: 
2. Gruppe 3 Ratten = 26,6 g frische Leber = 3,308°, Glykogentraubenzucke 
3. Gruppe 3 Ratten = 23,5 g frische Leber = 3,063°,, Glykogentraubenzucke: 


Mittelwert: 3,252°, Glykogentraubenzucke: 


Besprechung der Versuche. 


In der ersten Periode des Versuchs, in der die Kartoffel den ge- 
samten Nahrungs-N lieferte, hatten die Harnquotienten die hierfiir 
iibliche erhéhte Lage; C: N war 2,4 bis 2,5, Vakat-O:N 4,4 bis 4.6 
Die Ubereinstimmung der korrespondierenden Werte fiir die Harn- 
quotienten bei den drei Gruppen war eine auBerordentliche. 


Am 7. Versuchstage, vormittags 9 Uhr, wurden von jeder Gruppe 
drei Ratten durch Genickschlag getétet zur Bestimmung des Leber. 
glykogens. Die Tétung erfolgte wie in allen Fallen 22 Stunden nach der 
letzten Futterbeschickung der Kafige. Es wurden die Lebern der 7 
einer Gruppe gehérigen Ratten immer gemeinsam analysiert. Der 
Futterwechsel mit der Mischung des NahrungseiweiBes fand am 7. Ver- 
suchstag statt. Es erfolgte der Anstieg der Harnquotienten. Am 
11. Versuchstag lag C : N bei 4 bis 5 und Vakat-O: N bei 8 bis 14 bis 15 
Am 12. Versuchstag, morgens 9 Uhr, wurden von jeder Gruppe vier 
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Ticre getétet zum Zweck der Glykogenbestimmung in der Leber. Am 
folvenden Tage stiegen die Harnquotienten tiberraschenderweise weiter 
an und hatten folgende Werte: C: N 10 bis 12, Vakat-O: N 28 bis 31. 
Dieser Tag brachte den Héhepunkt der Harnquotientensteigerung. Am 
13. und 14. Versuchstag sanken sie bis zu folgenden Werten steil ab: 
(:N 5 bis 6, Vakat-O:N 11 bis 14. Am 15. Versuchstag, vormittags 
4 Uhr, wurde von jeder Gruppe ein Tier getétet und die Lebern dieser 
drei Tiere gemeinsam auf Glykogen analysiert. Man nahm nur ein Tier 
von jeder Gruppe, um noch geniigend Tiere fiir den Rest des Versuchs 
mr Verfiigung zu haben. Vom 15. bis 31. Tag des Versuchs sanken die 
Harnquotienten zégernd aber kontinuierlich und hatten am 31. Versuchs- 
tag folgende Werte erreicht: C:N 1,0 bis 1,1, Vakat-O:N 1,9. Am 
32. Versuchstag, morgens 9 Uhr, wurde der Rest der Tiere aller Gruppen 
yetétet und gruppenweise wurden die Lebern analysiert. Am 24. Ver- 
suchstag starb aus unbekannter Ursache in der Gruppe II und am 
25. Versuchstag in der Gruppe III je ein Tier. Die Tiere waren aber von 
den anderen Ratten nicht aufgefressen worden, nur der Kopf der Tiere 
war jeweils ein wenig benagt worden. Die Zwischenfalle ereigneten sich 
gerade in der Zeit, wo keine Harnanalysen gemacht wurden. Auf den 
Verlauf des Versuchs waren diese Zwischenfille ohne EinfluB. Die 
Quotientenwerte am 31. Versuchstag entsprachen ganz und gar den- 
jenigen, die man bei einer entsprechenden Diaét an solchen Ratten- 
gruppen beobachtet, wenn Casein das Nahrungseiweif liefert. 

Da nach der diesbeziiglichen Tabelle | Bickel (1)| Casein und Lact- 
albumin mit identischen Harnquotientenwerten verkniipft sind, war 
also am letzten Versuchstage vor der Tétung der Tiere eine Stoffwechsel- 
lage erreicht, wie sie vorhanden ist, wenn Lactalbumin allein das 
Nahrungseiweif bildet. 

Aus den Glykogenanalysen ergibt sich folgendes: Am Ende der 
ersten Periode, in der das NahrungseiweiB ausschlieBlich von der 
Kartoffel geliefert wurde, war der mittlere Glykogentraubenzucker- 
gehalt von neun Rattenlebern 4,217°). Bei den am 12. Versuchstag 
yetéteten Tieren war der mittlere Glykogengehalt von zwélf Ratten- 
lebern 3,482°°. Bei den 3 Tage spiter am 15. Versuchstag getéteten 
drei Ratten, von denen je eine aus jeder Gruppe stammte, war der 
Glykogendextrosegehalt 3,778 °,,. Da es sich hier nur um die Glykogen- 
analyse von drei Tieren handelt, ist anzunehmen, daB dieser Wert als 
Mittelwert nicht so genau ist, wie die Mittelwerte bei den vorher analy- 
sierten Lebern, weil es sich hier um neun bzw. zwélf Lebern handelte. 
Man kann also der geringfiigigen Steigerung des Glykogendextrose- 
gehalts der Lebern keine Bedeutung beimessen. Bei den drei Tieren vom 
15. Versuchstag enthielten die Lebern nur 8,5 °, Glykogendextrose mehr, 
als es dem Mittelwert der zwélf Tiere am 12. Versuchstag entsprach. 
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Der Glykogentraubenzuckergehalt der Lebern am 7. Versuchstag \.; 
immer noch um 11,6 °¢ héher als bei den am 15. Versuchstag analysiert ey 
drei Tieren. Bei der Glykogentraubenzuckeranalyse an den Lebern yoy, 
zehn Ratten am 32. Versuchstag betrug der Mittelwert 3,252°.. 


Das Ergebnis war also folgendes: Wahrend der Periode der Eiweii; 
mischung sank der Leberglykogengehalt progressiv, so daB der Glykogen 
traubenzuckergehalt am Ende der Ernahrungsperiode mit 10‘ 
Kartoffeleiweif 21°, héher war als am 6. Tage mit der EiweiBmisch 
nahrung und um 32°, héher war als am 26. Tage mit der EiweiBmisch 
nahrung. Die starke Steigerung der Harnquotienten vom 7. bis 11. Ver 
suchstag und die noch starkere Steigerung vom 12. bis 13. Versuchstay 
hatte den Leberglykogendextrosegehalt nicht vor einer deutlichen 
Senkung von seinem Ausgangswert am Ende der ersten Ernahrungs 
periode, in der das KartoffeleiweiB allein das Nahrungseiwei8 bildete 
und die Harnquotienten ganz erheblich niedriger lagen als in den ge- 
nannten Tagen des Ubergangsstadiums bei der gemischten Eiweili 
ernahrung, behiiten kénnen. 


Da bei Versuchen an Rattengruppen kleine Harnverluste beim 
Sammeln des Harns schwer vermeidbar sind, stellen die absoluten 
Werte fiir C, Vakat-O und N in den Tabellen V bis VII Minimalwert: 
dar. Unbeschadet dieser Beanstandung, die nur bei Bilanzversuchen 
zu beriicksichtigen ware, zeigen die Tabellen ganz eindeutig, daB gerad 
die gewaltigen Steigerungen der Harnquotienten durch die stark 
Vermehrung der C- und Vakat-O-Werte und nicht durch die Anderungen 
der N-Werte herbeigefiihrt werden. Besonders deutlich zeigt das ein 
Vergleich der Mittelwerte der Perioden [ und II bei der Gruppe III (Ta- 
belle VII). Hier differieren die Harn-N-Mengen nur um | mg, wahrend 
die Harn-C-Werte um 84 mg und die Vakat-O-Werte um 232 mg unter 
schieden sind. In der Periode [I mit der Harnquotientensteigerung 
wurde sogar 1 mg N mehr ausgeschieden als in der Periode I. Hiet 
kam also die Quotientensteigerung ganz ausschlieBlich durch die auiet 
ordentliche C- und Vakat-O-Vermehrung zustande. Das ist von 
prinzipieller Wichtigkeit fiir die theoretische Deutung der Befunde. 


Ergebnis. 

Die Steuerung des Leberglykogengehalts durch die Art de! 
NahrungseiweiBderivate, wobei bekanntlich der glucoplastische oder 
aglucoplastische Charakter dieser Derivate ohne EinfluB ist, erfolyt 
nicht iiber die von ihnen jeweils einregulierte Oxydationslage im 
Zwischenstoffwechsel, sondern durch eine unmittelbare Einwirkung 
dieser Derivate auf die Vorgiange bei der Herstellung des Leberglvkoven 
gehalts. 





Qualitat des NahrungseiweiBes und Leberglykogengehalt usw. 
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Uber eine Hemmung der Oxydation des Adrenalins 
durch Malonsiiure. 
Von 
Peter Marquardt. 
(Aus der Pharmazeutischen Abteilung der Byk-Guldenwerke, Oranienburg 
bei Berlin.) 
(Eingegangen am 13, Marz 1941.) 


Die Hemmung der Zellatmung durch Malonsaure laBt es wiinschens- 
wert erscheinen, festzustellen, ob nicht in der unbelebten Natur sich 
eine oxydationshemmende Wirkung dieser Saure auffinden lat. 

Die von mir (1) beschriebene Oxydationsbeschleunigung des 
Adrenalins in C,-Dicarbonsauren (speziell Bernsteinsdure), die Wen. 
bestatigte (2) und die ich spater verschiedenen 


haufiger unter 


Gesichtspunkten untersuchte (3, 4,5, 6,7), erschien eine  geeignet: 
Versuchsanordnung, um das Verhalten der Malonsaéure zu iiberpriifen 
denn gerade die beiden Partner dieser Reaktion, das Adrenalin einer 
seits und die Bernsteinsaure andererseits, spielen eine nicht unbedeutend 
Rolle im Chemismus der Zellatmung. 

Um nun festzustellen, ob die Malonsaure die Oxydation des Adre 


gemalh 


nalins in bernsteinsaurer Lésung hemmt, wurden Versuche 
Tabellen I, If und ILf unternommen 


Tabelle I. Ansatz. 





+ 25cem n/10 
Bernsteinsaure 


25 cem n/100 
Malonsaure 


+ Adrenalin (06g = 1%) I 


‘60 cem n/100 = 
Malonsaure 


+ Adrenalin (06g = 1%) II 


50 ecem n/10 
Bernsteinsaure 


+ Adrenalin (0,5 g 1%) If 


Die Ansitze wurden unter absolutem LichtabschluB bei 35° in 
Brutschrank aufgehoben. Die Farbunterschiede sind der Tabelle 1] 
zu entnehmen. 

Tabelle Il. Ansatz. 





I. IT. Ill. Nach Std 


Farblos farblos rosa 





9% 
Schwacher gelblicher Schimmer 
Hellrosa 


” 
gelblicher Schimmer 


rot 


braun 





Hemmung der Oxydation des Adrenalins durch Malonsaure. a7 


Die Betrachtung der Ergebnisse ware ohne py-Werte unvoll- 
kommen, da die Verfarbung des Adrenalins py-abhangig ist (siehe 


Tabelle ITT). 


Tabelle IT. 


(Gemessen mit der Chinhydronelektrode. ) 





Pu nach Zusatz von 19) Adrenalin 


1/100 Malonsaure 

n/100 Bernsteinsaure 

n/100 Bernsteinsiure | (zu gleichen | 
n/100 Malonsaure {  ‘Teilen) | 


Nach den vorliegenden Resultaten scheint hier der px-Unterschied 
nicht die Ursache fiir die Farbunterschiede zu sein, sondern die Ergebnisse 
zeigen klar die Hemmung der Reaktion durch Malonsaure. Trotzdem 
wurden die Ansiatze noch einmal wiederholt und mit n/100 Natronlauge 
auf ein pr von 4,5 gebracht (Lyphanpapier). Danach wurde mit destil- 
liertem Wasser auf gleiches Volumen aufgefiillt und die Ansatze in den 
Brutschrank gestellt. Das Neutralisieren selbst mit n 100 NaOH mub 
unter standigem Umriihren (am besten im Becherglas mit elektrischem 
Riihrwerk) tropfenweise vorgenommen werden, da der auffallende 
Tropfen bereits bei ungeniigender Riihrung eine Verfairbung bedingen 
kann. Die Resultate sind der Tabelle [V zu entnehmen. 


Tabelle IV. 





Pu nach: ; . ; Zeit in Std. 


Ly phanpapier 
Elektrometrisch (Chinhydron) nach Be- 
endigung des Versuches 35 4,! 4,3 


rosarot hellrosa braun 24 


Nach diesem Ergebnis kann wohl an der Hemmung der Oxydation 
des Adrenalins durch Malonsiure nicht mehr gezweifelt werden. 


Wie diese Wirkung der Malonsaure zu erkliren ist, muB eine offene 
Frage bleiben. Die Deutung, wie sie im Enzymexperiment fiir die 
Hemmung der Atmung durch Malonsaure aufgestellt wurde, daB namlich 
Malonsaure stirker von der Enzymoberfliche adsorbiert wird als Bern- 
steinsaure, scheidet bei der hier beschriebenen Reaktion aus, da ja 
Kolloide in den klaren Lésungen dieser Reaktion nicht vorhanden sind. 
Immerhin scheint der beschriebene Vorgang angesichts der biologischen 
Bedeutung der Malonsaure nicht unwichtig, selbst dann, wenn es noch 
nicht méglich ist, die Zwischenreaktionen zu iibersehen. 
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Zusammenfassung. 


Es wird festgestellt, daf8 die Oxydation des Adrenalins in bernste in 
saurer Lésung durch Zusatz von Malonsiéure gehemmt werden kann 


Literatur. 
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(den Haag) 6, 329, 1939. 6) Derselbe, Zeitschr. f. exper. Med. 107, 179. 
1940. — 7) Derselbe, Schweiz. med. Wochenschr. 70, 36, 1940. 








(ber die chemische Zusammensetzung der Knochen 
bei Hungerzustiinden. 
Von 
J. Ruiz-Gijon. 
(Aus dem physiologischen Institut der medizinischen Fakultat, Madrid.) 


(Eingegangen am 26, Januar 1941.) 


Die chemische Zusammensetzung der Knochensalze stellt ein 
Problem dar, das heutzutage noch nicht vollkommen gelést erscheint. 
Die urspriingliche Annahme, dafB der Knochen hauptsichlich aus 
(alctumphosphat und Calciumcarbonat gebildet werde, wurde schon 
lange aufgegeben, und heute wird angenommen, daB der mineralische 
Teil des Knochens aus einer Mischung von Salzen bestehe, in der Apatit 
vorherrscht. Die Gleichheit von Knochensalzen und Apatiten wurde 
jesonders durch die Arbeiten von Yong, Taylor, Klement und Trémel, 
Rosebury usw. festgestellt, welche die Ahnlichkeit der Réntgenaufnahmen 
von Apatiten und Knochen nachwiesen. Diese Theorie, die neuerdings 
durch physikalische Methoden bestatigt wurde, ist allerdings schon alt, 
‘ie wurde bereits im Jahre 1862 von Hoppe-Seyler aufgestellt, welcher 
‘ie auf das konstante Verhaltnis von Ca: P (10: 6) griindete. 

Heute wird diese Hypothese allgemein angenommen und nur noch 
iber die Natur des Apatits diskutiert, welcher an der Zusammensetzung 
les mineralischen Teiles beteiligt ist, wobei es sich um den Hydroxy- 
ipatit = 3 Cag (PO,).Ca (OH). (Klement und Trémel) oder den Carbonat- 
apatit — CaCOgn (Cag(PO,4).) (Rosebury, Hastings und Morse) handeln 
xonnte. 

Die Gleichheit der Apatite mit den Knochensalzen erklart auch die 
woBe Konstanz der Zusammensetzung der Knochen bei den ver- 
vhiedenen Tierarten (Saugetiere), ebenso wie auch den Umstand, 
daB sich das Verhaltnis Ca : P auch bei der gréBten Anzahl der Knochen- 
krankheiten (Rachitis, Osteomalazie) nicht andert. 

Nichtsdestoweniger werden in der entsprechenden Literatur einige 
Fille angefiihrt, bei denen dieses konstante Verhaltnis verschwindet 
ind ausnahmsweise Veranderungen des Verhaltnisses Ca: P beim 
Kochen auftreten. Hier berufen wir uns vorziiglich auf die Ergebnisse 
ler Untersuchungen von Sindler bei der Osteogenesis imperfecta und 
uf die von Loll bei den Hungerosteopathien. 

Der letztere Autor veréffentlichte im Jahre 1923 die Ergebnisse 
viner Untersuchungen bei vier Fallen von Hungerosteopathien, die 
' wahrend der Blockade in Wien in den Jahren 1914 bis 1918 
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studierte. Seine Ergebnisse werden charakterisiert durch eine |’, 
minderung des P-Gehalts, ohne Anderung oder unter Vermehrung je: 
Ca-Gehalts. Die Absonderlichkeit dieses Prozesses, welche bis jecty 
nur bei diesen vier Fallen von Loll beobachtet wurde, lenkte unser 
Aufmerksamkeit auf dieses Problem, weshalb wir die in Madrid wahrend 
der Jahre 1937 bis 1939 herrschenden Zustande benutzten, um di 
Richtigkeit der von diesem Autor angefiihrten Ergebnisse nachzupriife: 


Zu diesem Zwecke fiihrten wir zahlreiche Analysen von Knoche: 
von Pellagrakranken aus, welche in einem vorgeschrittenen Zustanc 
von Unterernahrung zugrunde gingen. Diese Knochen verdankten wi: 
der kollegialen Mithilfe des Dr. Perez Lista, welchem wir hier unsere; 
besten Dank aussprechen. 


Zur Bestimmung der chemischen Zusammensetzung der Knochen vei 
wandten wir nach wiederholter Entfettung derselben mit neutralem Alkoho lab 
Ather die Gabrielsche Methode. Das Calcium wurde mit Ammoniumoxalai J und 
gefallt, nachdem das py mit Bromokresolpurpur auf 6,2 eingestellt worden J prsch 
war, und das gebildete Calciumoxalat mit n/10 Kaliumpermanganat aus 
titriert. Der Phosphor wurde nach Fiske und Subbarow mit 1, 2, 4-«-Amin 
naphthol-sulfonsaiure kolorimetrisch bestimmt, das Magnesium durch Ube: 
fiihrung in ammoniakalisches Magnesiumphosphat und Bestimmung (le: 
Phosphors wie oben. CO, wurde nach der Methode von Aramer und Howlan: 
mit dem volumetrischen Apparat von Van Slyke bestimmt. xame 


Die von uns erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle I zusammer zebni 


gestellt. 
Tabelle I. 





‘ : Organische 
Fall riscohen Wasser Fett Substanz 


9} 9/9 Clo 


ie. Rippe 41,61 9,12 20,41 
A, A. Rippe 38,78 ~ 27,50 
A.A. Tibia 5,89 5,82 23,81 
iF. Rippe 44.86 8.09 18,25 
hak. Tibia 12,88 1,41 30,38 
B. B. Rippe 54,38 1,84 21,24 


Diese Zahlen beziehen sich auf den frischen Knochen und habe: 
daher nur ein relatives Interesse, da man auf diese Weise nur zu §! 
gebnissen kommt, die sich schwer mit den gelaufigen vergleichen lasse 
da diese sich fast ohne Ausnahme auf den trockenen und entfettete! V 
Knochen beziehen. Nichtsdestoweniger kann man aus ihnen den inten: sabri¢ 
siven Fettschwund (Fall B. B.) infolge der langandauernden Unter 
ernahrung ersehen. Die beobachtete Wassermenge kann als norma 
angesehen werden, wenn man ihre Veranderlichkeit auch in normale 
Zustand in Betracht zieht. Der geringe Wassergehalt in den Tibien 
ist darauf zuriickzufiihren, daB nur kompakte Knochensubstanz 7.’ inne 
Untersuchung kam. inter; 
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Wenn wir nun die vorher angefiihrten Zahlen auf trockene und 
entfettete Knochen beziehen, kommen wir zu den in Tabelle II zu- 


sammengestellten Ergebnissen. 


Tabelle LI. 





Organische ~_ Organische 
Fall Knochen = Substanz Anon Fall Knochen  Substanz 


0 0 
“ 0 ¥ 0 ) 0 


41,50 58,50 EP. Rippe 39,13 60,87 
Rippe 44,93 56,07 | ee of Tibia 42,03 57,97 
Tibia 26,99 73,01 B. B. Rippe 42,75 57,25 


Wenn wir nun als normal 60 bis 70% Asche annehmen, sehen wir, 


las die Menge derselben bei unseren Fallen leicht vermindert erscheint 
ind zwischen 56 und 60% liegt. Die Menge organischer Substanz 


erscheint nattirlich im Gegenteil leicht erhéht. 


Relative Zusammensetzung der Asche. 


Bei der Untersuchung der auf diese Weise erhaltenen Aschen 
samen wir zu nachstehenden, in Tabelle II] zusammengestellten Er- 
sebnissen. 


Tabelle ILI. 





Ca P CO; 


9/5 0/5, TP Ol 


Name Knochen 


2 Rippe 37,64 16,50 6,40 
B. B. Rippe 33,17 14,11 9,22 
Ye ig Rippe 34,73 15,74 6,35 
L¥: Tibia 34,65 15,38 5,25 
f. Frontal 31,74 14,66 6,08 
A, Aippe 37,05 15,59 7,57 
A. Tibia 37,76 16,32 7,50 

Rippe 30,37 10,50 5.69 

Rippe 36.40 13,13 7,05 

Lippe 37,10 13,26 6,62 


Normal Rippe 37,34 16,04 6,98 


Wenn wir nun diese Zahlen mit den klassischen Ergebnissen von 
‘abriel vergleichen (Ca — 36,67: P — 16: CO, — 5,82), oder mit den 
n letzter Zeit von Morgulis erhaltenen (Ca — 36,05; P 16,46: 
(0, — 7,18), sehen wir sofort, daB die chemische Zusammensetzung 
ler Knochen infolge der langandauernden Unterernahrung und der 
Krankheit eine Veranderung erfuhr, deren Natur wir leicht aufklaren 
sOnnen, wenn wir die Proportion Ca: P:CQ. einer Untersuchung 
interziehen (Tabelle IV). 
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Tabelle IV. 





Knochen Ca: P:CO, 


Rippe 1: 0,56: 0,15 

Rippe 1: 0,54 : 0,14 ‘ 

Rippe : 0,58 : 0,16 Mittelwert : Uns 

Tibia : 0,56 : 0,14 1:0,56:0,11 lab 

Re Frontal 20,59 : 0,16 
A. A. Rippe : 0,54 : 0,18 
A. A. Tibia : 0,55: 0,18 heid 


a 8. Rippe : 0,44 : 0,16 ee 
Par. Rippe :0,46 0,17 ae ir rt: 
T. G. Rippe 0,45: 0.16 1: 0,45 : 0,16 


Normal Rippe 1: 0,65 : 0,17 


192: 


sond 





Knochen von Gabriel Humerus 1: 0,56: 0,14 

Knochen von Morgulis | (Kuhknochen) 1:0,57: 0,17 oad 
Kra 
" " . “roe 

Aus dieser Tabelle geht hervor, daB bei den zehn untersuchte: Erge 
Knochen (die von sieben Patienten stammten) die chemische Zusamme: 
oie : ie . , = —< int 
setzung bei sieben (d.h. bei vier Patienten) sich unverdandert erhielt — 
alle 


wie aus der Proportion Ca: P: CQ, bei den Fallen 1 bis 4 hervorgeht ; 
318 


} 


dara 


Bei drei Fallen finden wir im Gegenteil eine leichte Abweichuny 


; . coches a bescl 
dieser Proportion, und gerade im Sinne der von dem Wiener Auto: 


‘ y ° ° , kom 
angedeuteten, d.h. eine Verminderung des P in der Proportion @ * 


Cat? :CQ,. 

Hier wollen wir hervorheben, daB sich zwar diese Proportion in 
den Fallen 1 bis 4 scheinbar in normalen Grenzen bewegte, die absoluten 
Werte fiir Ca und P in den Fallen 2 und 3 jedoch nicht normal ware: 
sondern vermindert, aber eben in einem Verhaltnis, das die Proportion 


shied 
laB 
schre 


im ganzen nicht veranderte. 
Von den Fallen, bei denen die Proportion Ca: P:CQ, eine Ab 


weichung aufwies, beobachteten wir nur einmal eine, wenn auch wu! 
gleiche Verringerung der Werte fiir beide Elemente, wahrend sich !y 
den anderen zwei Fallen (6 und 7) die Ca-Werte auf normaler Holi 


hielten und nur die P-Werte eine Veranderung erfuhren. 

Die CO.-Menge weist von Fall zu Fall leichte Veranderungen aut 
aber die Mittelwerte beider Gruppen stimmen iiberein, weshalb diesen 
Punkte keine besondere Bedeutung zuzuschreiben ist. 

Was das Mg anbetrifft, sehen wir davon ab, die erhaltenen Wert: 
zu diskutieren und wollen nur hervorheben, daB die Werte bei (le: 
Fallen 6 und 7 leicht erhéht erscheinen. Allerdings miissen wir hier 1: 
Betracht ziehen, daB tiber die normale Menge dieses Stoffes im Knoche: 
keine einheitliche Meinung besteht, so geben Gabriel 046°. unc 
Morgulis (fiir den Kuhknochen) 0,74°, an. 

Aus den Ergebnissen unserer Untersuchungen geht hervor, da!) 
Veranderungen der chemischen Zusammensetzung der von uns studiert' 
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Fille keine konstanten waren und bei den meisten tiberhaupt nicht 
nitage traten, daB aber in drei Fallen Veranderungen beziiglich der 
hemischen Zusammensetzung auftraten, welche die von Loll im Jahre 
1923 angestellten Untersuchungen bei Hungerosteopathien bestatigen. 
Unsere Ergebnisse weichen von denen von Loll nur in der Beziehung ab, 
lai wir nie eine betrachtliche Vermehrung der Ca-Menge beobachteten, 
sondern nur eine Verminderung des P (in einem Falle Verminderung 
ieider Elemente, aber in ungleichem MaBstabe). 

Die bei den Knochen beobachteten Symptome wiesen nichts Ab- 
yormales auf, im Gegensatz zu den waihrend des Weltkrieges beschriebe- 
ven Fallen, wo starke Schmerzen, ausgepraigte Decalcifikation usw. 
las klinische Bild beherrschten. 

Wenn es sich auch bei allen hier beschriebenen Fallen um Pellagra- 
xranke handelte, laBt uns die groBe Verschiedenheit der erhaltenen 
Ergebnisse (43°, mit Veranderungen und 57°, mit normalen Werten) 
daran denken, daB eine andere Ursache als die der Pellagra vorliegt, 
ind das umso mehr, als das klinische Bild bei allen von uns untersuchten 
Fillen analog war und den Eindruck einer schweren Krankheit bot. 
Bis jetzt wurden bei Pellagra keine St6rungen im Knochensystem 
veschrieben (wenn man von den vier Fallen des ,,Freiburger Symptom- 
xomplex‘* und der von Mayer aufgefiihrten Periostitis der Finger- 
gieder absieht). Wir selber glauben, wie wir schon friiher erwahnten, 
laB diese Stérungen eher einem allgemeinen Mangelzustand zuzu- 
vhreiben sind als dem der Pellagra eigenen. - 


Zusammenfassung. 


Die Zusammensetzung der Knochen von sieben schwer Pellagra- 
kranken mit akzentuierter Kachexie wurde untersucht. 

In allen sieben Fallen wurde Verminderung des Aschengehalts 
56 bis 60°, der trockenen und fettfreien Knochen) gefunden. 

Bei dreien davon zeigten sich qualitative Verinderungen der Asche, 
ind zwar eine Verminderung des Phosphorgehalts. 

Unsere Ergebnisse stehen im Einklang mit den an vier Kranken 
nit Hungerosteopathie von Loll im Jahre 1923 erhaltenen. Soweit uns 
‘ekannt ist, waren bis heute diese Resultate noch nicht bestatigt worden. 

Es wird angenommen, daB diese Knochenaschenverainderungen 
vermutlich einem allgemeineren Defizit (Unterernahrung) als dem der 
Pellagra entsprechen. 

Literatur. 
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Zur Kenntnis der Fumarase. 
Von 
Franz Wille. 
(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wisse 
schaften, Miinchen.) 
(Eingegangen am 17. Februar 1941.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Durch die Ergebnisse der Untersuchungen iiber die Bedeutung de 
C,-Carbonsauren und der Citronensiure im Gewebestoffwechsel hai 
eine Gruppe von Hilfsenzymen, die Hydratasen, Interesse gewonnen 
Diese Enzyme bewirken die Anlagerung von Wasser an die Kohlenstoff 
Kohlenstoff-Doppelbindung. Bisher sind drei dieser Enzyme bekannt 
die 1920 von Battelli und Stern aufgefundene Fumarase, die streng 
spezifisch die Reaktion Fumarséure + Wasser — 1-Apfelséure kata 
lysiert; die von Knoop und Martius 1936 entdeckte Akonitase, die das 
Gleichgewicht zwischen Citronenséure, Akonitsiure und Isocitronen. 
sdure vermittelt [nach K. P. Jacobsohn und Mitarbeitern (1) sollen hie: 
zwei Enzyme vorliegen]; und schlieBlich noch die Enolase. Sie wurd 
von Lohmann und Meyerhot 1934 aufgefunden und ist auf die Reaktion 


,) ~ an y 10 ail — 9 os : 7eeET)] BY > wy 
P 2 I 
Phosphobrenztraubensaure + H,O <= 2-Phosphoglycerinséure ei 


gestellt. 

Bei der Untersuchung der Kinetik der reversiblen Reaktion Fumar- 
siure + Wasser =. |-Apfelsiure (2) hatte sich gezeigt, daB hier kein 
thermodynamisches Gleichgewicht zu existieren scheint. Denn einma! 
ist die Gleichgewichtskonstante nicht gleich dem Verhaltnis der Reak 
tionskonstanten und zum anderen ist die Temperaturabhangigkeit de 
Gleichgewichtskonstanten viel gr6éBer, als sie bei einer thermisch und 
auch hinsichtlich der freien Energie fast neutralen Reaktion sein diirfte 

Es war geplant, die Kinetik dieses Enzyms nochmals zu studieren 
und zwar unter der Verwendung von gereinigten Enzympraparaten und 
der Benutzung des Verfahrens der katalytischen Hydrierung zur be 
stimmung der Fumarséure. Da die Arbeit aus auBeren Griinden hat 
unterbrochen werden miissen, sollen hier jetzt nur die Anreicherung des 
Enzyms sowie einige Beobachtungen itiber dessen Haltbarkeit an- 
gegeben werden. 

In der Literatur sind zwar einige Verfahren zur Darstellung von 
Fumarasepraparaten beschrieben worden (3), aber eine Anreicherung 
dieses Enzyms wurde bisher noch nicht versucht. 

Geeignet als Ausgangsmaterial erwiesen sich Herz und Leber von 
Warmbliitern. K. P.Jacobsohn hatte bereits 1932 aus macerisierte? 





Kani 
dreiti 
Zent! 
derar 
Falle 
in W 
hel e 
sich j 
ausZzt 
ue ] 
edin 
Anfat 
38°, 

saure 
yon 1 
gefab 


‘ 
t 


Nach 
vuf 
pret 
auf - 
wird 
Pulve 
Enzy 
1 
Wass 
der ¢ 
gleick 
Lisut 


: 
mase 
vorig 
hatte 
frisch 
aufwi 
] 
durel 

Bic 


Zur Kenntnis der Fumarase. 65 


Kaninchen- und Hundeleber durch mehrstiindiges Stehenlassen mit der 
dreitachen Menge Wasser bei Zimmertemperatur und anschlieSendes 
Zentrifugieren sehr aktive Lésungen erhalten. Ausgehend von einer 
derartigen aus Rindsleber dargestellten Enzymlésung gelang es, durch 
Fillen mit der gleichen Menge Aceton bei 0°, nachheriges Suspendieren 
in Wasser und Zentrifugieren eine dreifache Anreicherung zu erzielen, 
bei einer 60 %igen Ausbeute an Wirksamkeit. Vorteilhafter erwies es 
sich jedoch, nicht von frischen Organen, sondern von Trockenpraparaten 
auszugehen, 

Als MaB fiir die Aktivitat der Lésungen diente die Menge |-Apfelsaure. 
lie | mg Enzymtrockensubstanz in einer Stunde unter gewahiten Standard- 
edingungen zu bilden vermag. Diese Bedingungen sind: Natriumfumarat 
Anfangskonzentration m/6, Phosphatpuffer m/45, pu 7,1 und Temperatur 
38°. Diese Zahl wird mit ,,Aktivitaét‘t bezeichnet. Die gebildete |-Apfel- 
siure wurde nach Straub (4) nach vorhergehendem EnteiweiBen unter Zusatz 
von Uranylacetat bestimmt (spez. Drehung x) — 44)°). Als Reaktions- 
gefaBe dienten Thunberg-Rohre mit Hohlstopfen. 


Acetonleber. 


330 g gemahlene Rindsleber wurden mit fliissiger Luft gefroren. 
Nach dem Auftauen bei Zimmertemperatur wurde der Brei in 700 ccm 
uf —15° gekihltes Aceton eingetragen und durchgeknetet. Man 


preBt mittels eines Tuches aus und bringt die Masse in 30 ccm 
suf — 15° gekiihlten, reinen Ather. Nach dem Auspressen des Athers 
wird das Praparat sofort im Vakuum getrocknet. Ausbeute 53 g braunes 
Pulver. (Langeres Einwirken von Aceton wirkt schadigend.) Das 
Enzympraparat ist im Eisschrank wochenlang haltbar. 


Um daraus aktive Lésungen zu erhalten, versetzt man mit 2,5 Teilen 
Wasser und 1aBt 12 Stunden im Eisschrank stehen. Nach der Zugabe 
der gleichen Menge Wasser wird abzentrifugiert, der Riickstand mit 
gleichem Volumen Wasser ausgewaschen, zentrifugiert und beide 
lisungen werden vereinigt. Aktivitat: 14,7. 


Troekenpraparat aus Kalbsherz. 


Ein Kalbsherz wurde von Fett befreit und durch eine Fleisch- 
maschine getrieben. Die weitere Aufarbeitung geschieht wie bei dem 
vorigen Praparat beschrieben. 

Ein aus dem gepulverten Herztrockenpraparat hergestellter Extrakt 
hatte eine Aktivitat von 21,4, wahrend ein auf analoge Weise aus dem 
frisch gemahlenen Herz hergestellter Extrakt nur eine solche von 4.9 
aufwies. 

Die weitere Reinigung der Fumarase geschieht im wesentlichen 
durch fraktioniertes Fallen mit Ammonsulfat bei verschiedenem py. 
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Enzympraparat aus Trockenleber. 

20 g pulverisierte Acetonleber werden mit 50 ccm Wasser jiber 
Nacht im Eisschrank belassen. Der Brei wird mit derselben Menge 
Wasser verdiinnt und zentrifugiert. Man wascht den Riickstand mit 
50 cem Wasser, zentrifugiert und vereinigt die beiden Lésungen. Von 
einem durch einstiindiges Einleiten von CQ, bei 0° entstandenen Nieder. 
schlag wird abzentrifugiert. AnschlieBend wird auf 45° 4 Minuten 
erwarmt. Das Ausgefallene wird wieder entfernt. Zu 107 ccm dieser 
eisgekiihlten Lésung werden 70 ccm einer bei 0° gesattigten Ammon 
sulfatlésung gegeben. Die Fallung wird verworfen. Das durch weitere 
Zugabe von 80 cem Ammonsulfatlésung anfallende Enzym lést man 
nach dem Zentrifugieren in 50 cem Wasser (Endvolumen 59 cem). Nun 
fallt man mit 26,4 ccm einer mit Ammonsulfat und sek. Natriumphosphat 
bei 0° gesattigten Lésung. Der dann mit weiteren 25 cem derselben 
Lésung erhaltene Niederschlag enthalt die Fumarase. Man lést ihn 
in Wasser auf. Endvolumen 30 cem. Die so erhaltenen Lésungen sind 
im Eisschrank langere Zeit haltbar. Die Aktivitat ist 55 (Mittelwert aus 
verschiedenen Praparaten). 

Zwecks weiterer Reinigung werden 12 ccm dieser Lésung mit 
7,5cem 2n Ammoniak versetzt, das mit Ammonsulfat bei 0° gesittigt 
ist. Der entstandene Niederschlag wird verworfen. Die durch weitere 
Zugabe von 3,6ccm derselben Lésung anfallende Fumarase wird ab- 
zentrifugiert. Nach Auflésen in 8 cem Wasser erhalt man eine hellgelbe 
Lésung mit der Aktivitat 96. Sie ist etwa 30- bis 60mal so aktiv wie 
die friiher aus frischer Leber erhaltenen wasserigen Ausziige. Da diese 
Enzymlésung mit Natriumfumarat und Natriumsuccinat Fallungen 
gibt, so besteht eventuell die Méglichkeit zur weiteren Reinigung es 
Enzyms mit Hilfe seines Substrats oder des Succinats. 


Test der Enzymlésung. 0,5 cem obiger Lésung werden mit Wasser au! 
8 cem verdiinnt. 0,13 cem dieser Enzymlésung + 1,87 cem Wasser ++ 2,0 ccm 
m/15 Phosphatpuffer, py 7,1, + 2,0 cem Natriumfumarat, 0,5 mol., werden 
45 Minuten bei 38° belassen. Durch Zugabe von 1,0 cem 2 n Schwefelsair 


wurde dann die Reaktion abgebrochen. Natriumwolframat erzeugt in diese! 
Lésung keine Fallung mehr. Sie wurde mit Bicarbonat neutralisiert und 
nach Sattigen mit Uranylacetat im 2 dm-Rohr polarisiert. «) 10°; 
das Enzymtrockengewicht, nach der Dialyse ermittelt, betrug 0,11 mg fi 
den Versuch. Daraus berechnet sich eine Aktivitaét von 96. 

Die durch Ammonsulfat /Natriumphosphatfallung erhaltenen Losun 
gen sind, wie schon beschrieben, im Eisschrank haltbar. Reinigt man 
diese Lésungen durch Dialyse, so beobachtet man, da sie nun rasch 
ihre Wirksamkeit verlieren. Durch Zugabe gewisser anorganischer S:!z 
laBt sich das Enzym jedoch stabilisieren. Einige Salze wurden darauthin 
auf ihre Faihigkeit, diese Inaktivierung zu verzégern, untersucht. \er 
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wendung fand eine Enzymlésung, die 67 Stunden gegen flieBendes 
Wasser dialysiert worden war. [hre Aktivitat war 28. Daraus wurden 
Lésungen mit verschiedenem Salzgehalt und gleichem Enzymgehalt 
pereitet. (Siehe Abb. 1.) Diese Lésungen wurden im Eisschrank 
aufbewahrt und in den in der Abbildung angegebenen Zeitabstanden 
auf ihre Wirksamkeit unter Standardbedingungen untersucht. 























0 2 4 6 8 10 18 
Tage 


{bb. 1. I. Borat m 30, Pu 3; I. PO, mo, PH 7.1: Ul. POs m/45, Pus IV. P,O; m 30 

py 7,9; V. Natriumbicarbonat gesiittigt; VI. Natriumbicarbonat m/30. py 8,3; VII. Veronal- 

Acetat m/30, Py 8; VIII. dialysierte Lésung ohne Zusatz: LX. Enzyml6ésung nicht dialvsiert 
(enthalt noch Ammonsulfat und Natriumphosphat) 


Wie aus der Abbildung ersichtlich, nimmt die Aktivitat der un- 
yepufferten sowie der mit Borat und mit Veronal-Acetat gepufferten 
Lésungen sehr rasch ab, waihrend Pyrophosphat, Phosphat und Bi- 
carbonat, letzteres besonders bei héherer Konzentration, diese Inakti- 
vierung stark verzégern. Im Zusammenhang damit steht jedenfalls 
auch die schon lange bekannte Aktivierung der Fumarase durch Phosphat. 


Sehr deutlich tritt die Inaktivierung auch aus folgendem Versuch 
in Erscheinung. Man siattigt eine dialysierte Fumaraselésung mit 
Bicarbonat. Je ein Teil dieser Lésung wird einmal gegen destilliertes 








68 Fr. Wille: Zur Kenntnis der Fumarase. 


Wasser und einmal gegen gesattigte Bicarbonatlésung bei (6° dialysiert. 
Wahrend der Dialyse werden eine Probe der Ausgangslésung und der 
mit Bicarbonat gesattigten Lésung gleichfalls auf dieser Temperatur 
gehalten. Die Wirksamkeiten dieser vier Ansiatze werden nach den 
angegebenen Zeiten verglichen. Getestet wird unter den iiblichen 
Bedingungen. Die Angabe erfolgt in Drehwerten unter Beriicksichtigung 
der bei der Dialyse erfolgten Verdiinnung. Anfangsdrehwert fiir alle 
4 Lésungen 163°, 





Nach 39 Std. Nach &6 Std 


Dialysierte Ausgangslésung (I) . wera 0,999 0,010 
Mit Bicarbonat gesattigte Lésung (IL) . en 1,63° 1.480 
II gegen destilliertes Wasser dialysiert 0,47" (0 

IT gegen gesittigte Bicarbonatlésung dialysiert. . 1,60° 1,440 


Mit der Inaktivierung beobachtet man eine zunehmende Triibung 
der Lésung. Inwieweit diese Triibung mit der Abnahme des Fumarase-. 
gehalts in Zusammenhang steht, konnte noch nicht festgestellt werden, 
Immerhin ist daran zu denken, das hier inaktives Enzym ausgefallen ist. 


Zusammenfassung. 


Es werden eine Methode zur Darstellung hochaktiver Fumarase- 


lésungen gegeben und einige Beobachtungen tiber ihre Haltbarkeit 


mitgeteilt. 
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